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序 論
カンプトテ シ ン (Ca mptotbe cin) は､ キノリ ン骨格を有する変形 モ ノテル ペ
ノ イ ドイ ン ド - ル ア ルカ ロ イ ドに 分類 さ れ る化合物で あり ､ CatAa m ntLu s
I,o s e u s(ニ チ ニ チソ ウ) に含まれる ビンク リスチ ン及びビンブラスチ ン ､ Ta x u s
bzle V1
'
fol)
'
a (イ チイ) に含まれ るバクリタキセルな どと同様に､ 抗腫痴情性を持
つ ことが報告されて い る [1･3]｡
カ ン プトテ シ ン は ､ トポイ ソ メ ラ ー ゼ Ⅰ 阻害効果 に よる強力な抗腰痛活性
[4]を示すが ､ それ自体で は毒性が非常に強い ため､ より水溶性を高め､ 毒性を
低下さ せた種々 の カ ンプトテ シ ン誘導体が合成され , 臨床応用に向けた医薬品
開発が行われて い る o. そ の 中で も ､ イ リノ テ カ ン及びトポテカ ン (Fig. 1) は
抗腫療剤として広く世界中で用 い られて おり ､ これ らの抗腰痛剤の世界市場規
模は 2 00 3年に は年間 1 00億円以上 に上 り [5]､ 今後さらなる市場拡大が期待
され る . さ らに ､ 最近 ､ 9 - ア ミノ カ ンプトテ シ ン及び9 - ニ トロ カンプトテ
シ ンが臨床応用 に十分な活性を持つ こ とが報告されて い る [6]｡ 9 - アミ ノ カ
ンプトテ シ ンに はカプセル剤が開発され ､ 謄臓がんの 治療に対 して経 口で効果
を示す医薬品として今後の 展開が期待 されて い る ｡
カ ン プト テ シ ン は ､ ヌ マ ミ ズ キ科 (Nyss a c e a e) 植物の Ca mptotAe c a
a c u m l
'
n ata(キ ジ ュ)(Fig. 2A)より最初にそ の単離構造決定がなされ [7], そ
の他にも ､ ク ロ タキカズラ科 (Ic a cinac e a e)､ ア カネ科 (Rubia c e a e)､ キ ョ
ウチクトウ科(Apo cyn a c e a e) とい う異な っ た科に属する種に含有される(Table
1)｡ イリノ テ カ ン及 びトボテ カ ン等の カ ンプトテ シ ン誘導体の半合成原料とな
るカ ンプトテ シ ンの 供給は ､ Camptothe c a a c u m)
'
D ataや Nothapodyte sfo etl
'
da
( クサミ ズキ)(Fig. 2 B) などの 植物からの抽出に依存して い る ｡ そ の ため ､
カ ン プトテ シ ンの 安定生産を目的に､ これ まで C. a c u m l
'
n ata や N foedda の
組織培養に よる カ ンプトテ シ ン の 生産に つ い て研究がされて きたが 【8･ 9】, こ
れ ら植物が木本植物で ある こ とから組織培養が非常に難しく ､ 効率良くカ ンプ
トテ シ ン を生産する培養系の報告はなか っ た ｡
そ こで ､ 当研究室 で は ､ 草本植物で あるた め組織培養が比較的容易で ある ア
カ ネ科 CpA1
'
o fTki
'
z a属植物に注目した o そ の 中でも ､ わが国に自生し ､ 相見ら
に よ っ て 19 89年にカ ンプトテ シ ンの含有が報告された 0. pu m 1
'
1a (チ ャ ボイ
ナモ リ)[10](Fig. 2C) に つ い て組織培養研究を進めて きた. そ の 結果 ､ これ
まで に､ 脱分化カルス か らの 植物体の 再分化系を確立し [11]､ さ らにカ ンプト
テ シ ン 及びそ の 関連 ア ル カ ロ イ ド を高生産す る 毛状根培養系 を確立した
[1 2･1 4】｡ また ､ ジ ャ ー フ ァ メ ンタ ー による 毛状根培養の ス ケ ー ル ア ッ プ[15]
に も成功し ､ これ まで に報告されて い る 組織培養によ るカ ンプトテシ ン生産の
報告例 の中 で ､ 最 も効率的良くか つ 安定 に カ ン プトテ シ ン を 生産す る ∂.
pu m l
'
1a 毛状根培養系が確立された o さ らに ､ 0. p u m 1
'
1a 毛状根から ､ カ ンプト
テ シ ン生合成 に関わ る遺伝子 で ある トリプトフ ァ ン脱炭酸酵素 (T D C) 及びス
トリク トシ ジン合成酵素 (STR) cD N Aが単離された 【1 6】｡ また ､ 同毛状根 へ
の 13C 標識グル コ ー ス の カ ンプトテシ ン ヘ の 取り込 み実験により ､ カ ンプトテ
シ ンの セ コ ロ ガニ ン部分が 2･ O m ethyl廿 e rythrio14･pho sphate (M E P) 経路
を経て 生合成され る ことが示され た 【1 7]｡ しかし ､ イ ン ド - ル アルカ ロイ ド生
合成中間体 Stricto sidin e 以降の カ ンプトテ シ ン生合成経路や代謝制御機構は
未だ解明に至 っ て い な い (Fig. 3)0
本研究で は､ カ ン プトテ シ ン生産植物によ る組織培養系の確立を目的に ､ 0.
pu m 1
'
1a の 近縁植物で あり ､ 含有 ア ルカ ロ イ ドパ タ ー ンが 異な る同属 の 0.
ll
'
LZh
'
u e n sl (リ ュ ウキ ュ ウイナモリ) [18]及び 0. kLl m l
'
w a l
'
(ク ロ イ ワイ ナモ
リ) [19】につ いて､ 組織培養によ るカ ンプトテ シ ン関連アルカロ イ ドの 生産性
に つ い て評価を行 っ たo さ らに ､ 0. pu m 1
'
a にお い て カ ンプトテ シ ン生合成に
関与する新規遺伝子 の単離を目的として ､ アルカ ロイ ド生産組織で ある毛状根
で特異的に発現する遺伝子群の網羅的な解析を行 っ た ｡
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Table 1. Ca mptotlle Cin c o ntaining pla nt spe cie 乱
Fa mily Spe cie s Ye ar
Nyss a c e a e Ca mptothe ca a cu m }
'
n ata(キジュ) 1 966[7]
(ヌマミズキ科)
Ic a cin a c e ae NotAapodyte sfo etlda(クサミズキ) 1 9 72[ 0]
(タロ夕キ力ズラ料) Mep z T.
'
11
'
odendm n m ega c a rp乙エ皿 19 81[2 1]
Rubiac ea e OpAl
'
or pAl
'
za mu BgO S 1976[2 2]
(アカネ科) Cph)
'
ozTAl
'
z apu m 1
'
1a( チャボイナモリ) 19 89[1 0]
Apo cyn a c eae Epv ata m1
'
aheyE e aD a
(キョウテクトウ科)
19 79[2 3]
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Figu r e2. Ca 皿ptOthecin c o ntai ming pla nts.
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ZB 属植物の 組織培養による Ca mptothe cin
関連アルカ ロ イドの 生産
1｡1 総論
Cph1
'
o p rAl
'
z a属 植物は , 約 1 50種が熱帯及び亜熱帯ア ジア を中心に広く分布
して おり ､ イ ン ド - ル アルカ ロイ ドを含む種も多く報告されて い る [24｢2 5]｡
わが国に自生する OpA1
'
orrAl
'
z a属植物に は ､ 本州か ら台湾､ 中国 へ と分布域が
広がる 0.japo B l
'
c a v.japo n l
'
c a(サツ マ イナモ リ) とその 変種で ある ､ 0.japo Bjca
v. a m a ml
'
a D a(ア マ ミイ ナモリ) 及び 0. J
'
apo m
'
c af. Ta shir oi(ナガバ ノ シ マイ
ナモ リ)､ 沖縄か ら台湾､ 中国南部に分布する 0. pLIm l
'
1a (チャ ボイ ナ モリ)､
沖縄から台湾､ フ ィ リ ピン に分布する 0.1)
'
uh
'
u e B Sl
'
s(リ ュ ウキ ュ ウイ ナモ リ)
な どが知られて い る (Fig. 4). また ､ 形態的に 0. 11
'
uh
'
ue n sls と極めて よく似
て い る植物 と して ､ 沖縄県西表島等に自生する 0. ka m 1
'
w aj(ク ロイ ワイ ナモ
リ) があり ､ こ の 植物に つ い て は最近 ､ 0. pu m l
'
1a と 0. 11
'
LIkl
'
u e n BIs の 種間雑
種である こ とが ､ 須藤らによ っ て 明らか に された [2 6]｡
こ れ ら CpAl
'
o p rAl
'
z a属植物に含有され る アルカ ロイ ドの 種類は植物によ っ て
異な る . 0. pu m l
'
1a は Ca mptothe cin 及びそ の 関連ア ルカ ロイ ドを主成分と し
て含有する [1 0, 27]. 一 方 ､ 0. japoD l
'
c a は Ca mptothecin を全く含まず､
Lyalo sidic a cidなど Ha r m a nタイプの イ ン ド - ルア ルカ ロイ ドを主成分とし
て含有する 【28](Fig. 5)o それ に射し , 0. 11
'
ukju e n sl
'
と 0. ha m l
'
w al
'
は
Ca mptotbe cin 関連ア ルカ ロイ ドと Ha r man タイプの イ ンド - ルアルカ ロイ ド
を共 に含み ､ さ らに ､ 0. pu m l
'
1a k は含まれな いio- Metho xyca mptothe cin を
含有する [2 9･3 1] (Fig. 5). なお , 10- M etho xyc a mptothe cin を含有する こ と
が報告されて い る植物 【2 2, 3 2]は少なく ､ また ､1 0･ M etho xyc a mptothe cin は ､
がん細胞に対し Ca mptotbe cin よりも強い 活性を示すこ とが報告されて い る
[33]. こ の こ とか ら､ 0.11
'
tlk7
'
u e11 SIsと 0. ku m
'
w a l
'
tま101M etho xyc a mptothe cin
を含めた種々 の アルカ ロイ ドを生産する資源として 重要で あると考えられ る ｡
本研究で は､ 0. p u m 1
'
1a と近縁で ､ 異なる ア ルカロ イド含有パ タ ー ンを示す
0. 11
'
uh
'
u e n sl
'
と 0. hu mlw a 1
'
に つ い て 毛状根培養系を確立する と共に ､ これ
を用 い て ､ そ の ア ル カ ロ イ ド生合成 の 調節機構を明らかにする た め に ､ C
z10 S eUS 等 にお い て イ ン ド - ル アル カ ロイ ド生産に対して影響を示すこ とが報
告されて い る エ リ シタ ー 等 による アルカ ロ イ ド生産 へ の影響につ い て検討 した｡
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1｡2 結果
1.2.1 無菌培養植物体の作製
0. ll
'
ahl
'
u e n sI (リ ュ ウキ ュ ウイナモ リ) の無菌培養植物体は､ 2 00 1年 7月
に ､ 沖縄県石垣島於茂登岳にお い て採取された 0. 11
'
ub
'
u eBSl
'
s の 種子 を 1%次
亜塩素酸ナトリウム 水溶液で滅菌した後､ 1/2M S[34]固形培地に播種し､ 発芽
したも の を 1/2 M S固形培地を 2 0ml入れた培養チ ュ ー ブに移植して 25℃､ 18
時間明期 (2 0 0 01u x), 6 時間暗期で培養する ことにより作製した (Fig. 6).
0. ku mjw a )
A
(ク ロ イ ワイナ モリ) は不稔性で あり ､ 種子が得られない の で
[2 6】､ 植物体からの 再分化体を誘導する こ とにより ､ 無菌培養植物体の 作製を
行 っ た ｡ 201 年 7 月 に沖縄県西表島にお い て採取され､ 人工気象室 にて栽揺
された 0. ku p o l
'
w a l
'
の 葉を 1%次亜塩素酸ナトリウム水溶液で滅菌した後､ 植
物ホル モ ンとして 0.5pM N A Aと 5 pM Kin etin を含む 1/2 M S固形培地 に置
床し ､ 25℃ ､ 2 001u x.光照射下で培養を行 っ た ｡ 約4 0日後､ 葉より得られた
再分化体を 1/2 M S固形培地を 20ml入れた培養チ ュ ー ブに移植し ､ 25℃ ､ I8
時間明期 (20001u x)､ 6時間暗期で培養した (Fig. 6)0
本研究にお い て作製 した無菌培養植物は, 2 種とも継代培養により安定した
成長がみ られたた め､ 以降の実験の材料として用 い た ｡
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Figu r e6. E8tabli8hedasepticpla nt cultu r e s 0f Cph
'
aTT
･hih EuktzLe R Big
,
0.
LzLtVITWaL
'
a nd 0. pzLZ nHa.
As eptic pla nts w e r e c ult r ed for5 w e eks o n1/2 M Sm ediu m c o ntainingl% s u c r o s e a nd
0.2 %gella ngu 皿in te st tube s.
ll
1.2.2 無菌培養植物体における カンプトテ シ ン生産
CpAl
'
op rA1
'
za 属無菌培養植物体におけ る Ca mptothe cin の 器官分布を調 べ る
ため に ､ 培養 5 週 日の 0. 11
'
ukja e B S2
'
s ､ 0. hu m l
'
w a l
'
及び 0. pLZ m l
'
1a[35]の 無
菌培養植物体をシ ュ ー ト (茎葉) と根に切り分け ､ 凍結乾燥後､ 各々 をメタノ
ー ル抽出した｡ 各抽出物に つ い て逆層カラム を用 いて蛍光 H P L Cによりカ ンプ
トテ シ ン の 定量 を行い ､ 各組織における Ca mptotbe cin の含有率と総生産真の
比較を行っ た (Fig. 7)0
そ の 結果 ､ 乾燥重量あたりの Ca mptothecin 含有量は 0. pu m l
'
1a の根で最も
高 い 値 を 示 し た ｡ 0. 11
'
uh
'
u e n s1
'
は ､ 根 と シ ュ ー ト の 両 方 に お い て
Ca mptothe cin の 含有率と総生産童 とも他の 2種に比 べ て低い値を示した . 0,
ku zTOl
'
w a l
'
の シ ュ ー トは ､ 乾燥重量 におい て 0. 11
'
uk7
'
u e D Sl
'
s シ ュ ー トとほぼ同
程度 で あ る が ､ 成長 が 他より 早 い た め (Fig. 6)､ チ ュ ー ブ あ た り の
Ca mptothe cin 生産量 は最も高か っ たo こ の 0. ha mjwa l
'
における植物体の 大
きさや代謝物の 生産量 の増加は ､ 植物に 一 般的に知られる雑種強勢 [3 6]に よる
効果で ある と考 えられ る ｡
12
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1.2.3 無菌培養植物体の代謝物プロ フ ァイ リ ング
0. 1)
'
uk7
'
u e n sjs ､ 0. kLlr Ol
'
w aj 及び 0. pu m 1
'
a の 無菌培養植物体の シ ュ ー ト
と根に つ いて ､ 逆層カラム を用 い て ⅢPI+C 及び L C- M S によ る二 次代謝物の プ
ロ フ ァ イリ ングを行 っ た [37]｡ H P L C及び L C･M Sの測定に用 い るサ ンプル
は ､ 前項と同様 に ､ 培養 5週目の 3種の 無菌培養植物体をシ ュ ー トと根に切り
分け ､ 凍結乾燥後､ 各々 をメタノ - ル抽出する ことに より調製した o なお ､ 標
品は千葉大学大学院薬学研究院､ 生体機能性分子研究室における成分探索研究
で CpAl
'
o FThl
'
za 属植物より単離されたア ルカ ロイ ドを用い た ｡ メタ ノ ー ル抽出
物における化合物の同定は標品との保持時間､ U Vス ペ ク トル ､ M Sス ペク ト
ル の 比較により行っ た ｡
そ の 結果 ､ シ ュ - トと根の 両方におい て ､ 0. 11
'
uh
'
u e D SIs と 0. kuE Ol
'
w a 1
'
は
極めて よく似た代謝物の パ タ ー ンを示した ｡ シ ュ - ト及び根におい て検出され
た成分の詳細を以下に示す. なお､ 各抽出液の H PLC/l
o
タ ー ンを Fig. 8､ 検出
された化合物の構造式を Fig..9 に示 した ｡ また ､ 各植物体にお ける代謝物プロ
フ ァ イ ル の結果 を Table 2 に示 した ｡
シ ュ ー トで は ､ 0. 11
'
ukju e n sl
'
と 0. ku r ol
'
wa 1
'
の 両方におい て ､Lyalo sidic a cid
(8)が 主 成 分 と し て 検 出 さ れ ､ そ の 他 に ､ Ca mptothe cin (1) ､
9･ M etbo xyc a mptothe cin(2)､ Pu milo side(4)､ Stricto sidin c a cid(5)の 5 種
の アル カロ イ ドと 3･CICaffe oylquinic a cid(6)が検出された ｡ 一 方､ 0. pu m l
'
1a
1 4
にお い て は ､ Ca mptotbe cin(1)､ 9･ Metbo xyc a mptotlle Cin(2)､ Stricto s a mide
(3)､ Pu milo side(4)､ Stricto sidin c a cid(5)､ 3( 舟De o xypu milo side(･9)及び
3(R)･De o xy pu milo side (10)の 7 種の アル カロ イ ドと 3･ OI Caffe oylquinic a cid
(6)が検出 された ｡
根で は､ 0. 17
'
ukl
'
u e n s1
'
と 0. ku r olw ajの 両方におい て ､ Ca mptothe cin(1)､
9- M etho xyc a mptotbe cin (2) ､ Stricto s a mide (3) , Pu milo side (4) ､
10･ Metho xyca mptothe cin (7)の 5 種の アルカ ロイ ドが検出された ｡ また ､ 0.
ha m l
'
w a 1
'
にお い て は ､ 3- O Caffe oylquinic a cid(6)も検出された ｡ 一 方 ､ 0.
p u m 1
'
1a に お い て は ､ Ca mptothe cin (1)､ 9- M etho xyc a mptothe cin (2)､
Stricto s amide (3) ､ Pu milo side (4) , 3(▲針De o xypu milo side (9) 及 び
3( 舟De o xy pu milo side ･(1 0)の 6 種の アルカ ロイ ドと 3･ αCaffe oylquinic a cid
(6)が検出された ｡
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w Th
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･1;colu m n
te mpe r atn re, 37
oC.
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1.2.4 毛状根の誘導と形質転換の確認
無菌培養植物体 の 代謝物プロ フ ァ イ リ ングの結果 , 0. 11
'
uk7
'
a e n sI と 0.
kur o]
'
w al
'
の 根に おい て ､ Ca mptothe cin ､ 9･ Methoxyc a mptothe cin の ほか ､
0. p u n )
'
1a には含有されな い成分として 10･ Metho xyc a mptothe cin が検出され
た o した が っ て ､ 0. ll
'
uh
'
u e BS)
'
s と 0. ku z･ojw a l
'
に おける毛状根培養系は ､
10- Metho xyc a mptothe cin な どの Ca mptothe cin 関連アルカ ロイ ドの 効率良い
生産系の確立 ヘ と発展させ る こ とが可能で ある と考えられ る｡
そ こ で , 本研究で は ､ 0. 11
'
uhiu e n sl 及び 0. ku mlwal
'
tこつ い て ､ すで に 0.
p u m la におい て 確立 されて い る直接感染法 [1 3】により , 無菌培養植物体 へ の
A
.
rAl
'
zogen e sの 感染を行 っ た.
0. 11
'
LZh
'
u e n s l
'
と 0. hu m l
'
wa l
'
の 無菌培養植物体 の シ ュ ー ト 上端 に A.
I:A1
'
z oge n e s(pRi1 5834)を塗布し , 2 5℃ ､ 2 001ux. 光照射下で培養 したo その
結果 ､ 0.1}
'
uh
'
u e n sl
'
で 7 0日後 , 0. 丘u m l
'
wa l
'
で 1 5日後に接種部分から多数の
不定根の 発生が観察された . 得られた不定根は､ A. rh
'
z oge n e sを除くため, 抗
生物質として Cefota xim e(Clafo r a n⑧) を 20 0m g/1の濃度で添加した B5[38]
固形培地 に移植 し ､ 除菌を行 っ た｡ 除菌を終えた不定根は､ B5 固形培地 にて 暗
所下で継代培養後､ 選抜された不定根につ い て ､ A. z･Al
'
z oge n e sの Riプラスミ
ドに 由来する毛状根誘導の原因運伝子 で ある ml 遺伝子の ゲノム へ の 導入を確
認するため ､ p al Bに対するプライ マ - を用 い た P C R【39】による解析を行 っ た
19
(Fig･ 10)o そ の 結果､ 選抜された不定根す べ て にお い て ml遺伝子が検出され ､
最終的に毛状根として 0. 1}
'
uh
'
u e D Sl
'
s で 11ク ロ - ン ､ 0. hu mjw a)
'
で 7 ク ロ ー
ンが得られた ｡
得られた毛状根は､ B5固形培地及び B5 液体培地 にて継代培養を行 っ た ｡
2 0
” A a C D
ヰ ー 1 3 k b
ml A
,
B
, a, D
蒜訂1･3 kb芯
<Prim e r sfo r r ol ege n e>
Figu r e10. Dete ctio n of ml Bge n ein hairy r o ot c ultu re s of 0. Il
'
zLkl
'
u e B SIs
a nd 0. ku z101w a l
'
byPCR.
M:Siz e m a rke r(1kb D N A ladder).
A: 0. ll
'
ukju e n sl hairy ro ot.
B: 0. 血 zTO )
'
w a l
'
hairy r o ot.
C: 0. pu m1
'
a hairy r o otreportedpreviou sly[13】(Po sitiv e c o ntr ol).
D: 0. ll
'
ub
'
u e n sl 1
'
” 1
'
tT OPla nt(Negativ e c o ntr ol).
2 1
1.2. 5 毛状根におけるカ ンプトテ シ ン生産
毛状根で はク ロ ー ンによ っ て ､ 生長速度や 二次代謝物の 生産に大きなバ ラ ツ
キがある こ とが 一 般的に知られて い る o これ は ､ A. rAl
'
zoge B e Sの 感染によ っ て ､
T･ D N Aが植物の核D N Aに挿入され る ことにより､ その 部位に ある遺伝子機能が
失われたり ､ D N Aの 再編成が起こる等の 理由 により引き起こされ る と考えられ
て い る ｡ そ こ で ､ 前項で得られた毛状根にお けるアルカ ロイ ド生産 の ク ロ ー ン
間で の 変動 を調 べ た ｡
0. ll
'
uh
'
uen s)
'
s毛状根11ク ロ ー ンと0. hzz10 1
'
w a 1
'
毛状根7ク ロ ー ン につ い て ､ 50
mlのB5液体培地を入れた10 ml三角 フ ラス コ にて ､ 2 5℃ ､ 暗所下で 回転振達
培養 し､ 培養3週目の 毛状根におけるCa mptotbe cin含有率を蛍光H P L C により
定量した (Fig. ll) 0
そ の 結果 ､ ク ロ ー ン間のCa mptothe cin含有率の差は ､ 0.ll
.
uh
'
u e B SIs毛状根
にお い て 最大約3.4倍, 0. hzp ojw a)
'
毛状根にお い て最大約1.4倍とな っ た . また ､
0. ll
'
ukl
'
LZe D S)
'
s毛状根と 0. ku mlw a 1
'
毛状根の Ca mptothe cin含有率の平均値はそ
れぞれ ､ 83.0 土 2 7.4p g/gdry w eight､ 21 9.3 土 31.4p.g/gdry w eightで あり ､
0. ku z10)
'
w a l
'
%4犬根は 0. 11
'
uhju e B Sl
'
s毛状根の約2.6倍のCa mptothe cin を含有し
て い た o これ らの 結果は ､ 0. 11
'
u h
'
ueD S1
'
sと0. hlm l
'
w B l
'
0)無菌培養植物体におけ
る根のCa mptothecin含有率 (Fig. 7) とほぼ同等の値で あり ､ 毛状根における
アルカ ロイ ドの 生産性は､ 親植物にお ける生産性を反映する ことが示 された ｡
22
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Figu 代 1 1. Ca mptothe cin productionin Oph
'
azTh
'
z ah airy r o otcultur e sfor
3 w e eks.
( 心0, Huh
-
ueD SIshairy ro otcultu re s(OL l
･ 1 1:Indepe nde ntclo n e s).
(B)0. 血 z10 )
'
v v.a )
'
hairy r o ot cultu r e s(O K1
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1.2.6 毛状根の代謝物プロ フ ァイリ ング
誘導された 0. 11
'
ah
'
u e nsls毛状根11ク ロ ー ンと 0. ku r ojw a l
'
毛状根 7ク ロ ー
ンの 中か ら､ 継代培養の安定性及び Ca mptothe cin 生産性を考慮して各 1 ク ロ
ー ンずつ 選抜し､ より詳細な検討を試みた o
O. 11
'
akl
'
u e n sI 毛状根で は ､ い ずれ の タ ロ - ンも ､ 安定した継代培養が可能で
あ っ たの で ､ 最も Ca mptothe cin 含有率が高か っ た OLl を ､ また ､ 0. hu l･01
'
w ai
毛状根で は ､ 継代途中に再分化が起こ るな ど ､ 継代培養が難しい ク ロ ー ンが存
在した . そ こ で ､ 安定 に成長を続ける O K6 を選抜したo なお､ 0. pu m 1
'
1a 毛状
根につ い て は､ 1 99 5年に中村らにより誘導され ､ 継代培養を続けて きた毛状根
を用い た 【12] (Fig. 12).
選抜された毛状根に つ いて ､ B5 液体培地にて 2 5℃暗所下で 3 週間回転振返
培養を行 っ た後､ 無菌培養植物体と同様に逆層カラムを用 い て H P L C及び
L C- M Sに よる 二 次代謝物の プロ フ ァイリ ングを行 っ た｡ 代謝物の 同定に用 い る
標品は千葉大学大学院薬学研究院､ 生体機能性分子研究室における成分探索研
究で Cphl
'
or rAl
'
z a属植物及び毛状根より単離された アルカロイ ドを用 い た . メ
タ ノ - ル抽出物に おけ る化合物の 同定は標品七 の保持時間､ UV スペ ク トル ､
M Sス ペ ク トル の 比較に より行っ た｡ 各抽出液の E P L C パタ ー ン を Fig. 13 に､
検出された化合物の構造式を Fig. 1 4に示す｡
そ の 結果 ､ 0. 11
'
ukl
'
u e n sl
'
と 0. kuz10 1
'
w a 1
'
の 毛状根で は無菌培養植物体の根と
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ほ ぼ同様 の プロ フ ァ イ ル を示 し, 既知 ア ルカ ロイ ドと して , Ca mptothe cin(1),
stricto s amide(3)､ Pllmilo side(4)の 3 種が検出され ､ 特に Stricto s a血 de(3)
が高蓄積された . 0. pu R Zl
'
1a 毛状根と同様 に 【3 7], U Vス ペ ク トルより ア ン トラ
キノ ン類で ある と推測 され る ピ ー クが 0.17
'
zLkt
'
zLeLZSIsと 0. kzLL10 w a )
'
の 毛状櫨に
おい て もメイ ン ピ ー ク と して検出 された ｡
また ､ Fig. 1 3 のク ロ マ ト上で は ピ ー ク の 同定 は出来なか っ たが ､ L C･M S上で
は 9･ M etho xyca mptothe cin , 1 0
1 M etho xyc a mptothe cin と も検出された .
0. lt
'
ukiu e nsis 0. kur oiw ai 0. pu mila
Figu r e12. Established hairy r o ot cultt m 8 0f 0. b
'
zLkizL e B 8)
1
8
,
0. bzLZ D )
'
TV iU
1
and 0_ p u z nHa.
H airy r o ots w e re c ult red for4 w e eksin B 5 liquidm ediu m c o ntaining2 %s u cr o s e.
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1.2.7 毛状根の液体培養タイム コ ー ス
次に ､ 0. 11
'
ukl
'
u e B Sl
'
s 及び 0. ha m l
'
w a l
'
の 毛状根培養による アルカ ロイ ド生
産を最適化するため ､ 前項にお い て選抜された毛状根各 1 ク ロ ー ン につ い て ､
50mlの B5液体培地入れた 10 0ml三角 フラス コ にて暗所下で 回転振返培養 し､
1 週 間毎 に 培地及び毛 状根を収穫し ､ 時間経 過 に伴う毛状根 の 生育及び
Camptothe cin と 10
- M etho xyc a mptotbe cin の 総生産量 の推移を蛍光 H P L Cに
より調 べ た (Fig. 15).
そ の結果 ､ 0. 11
'
ukl
'
a e n $1
'
s 及び 0. ku m l
'
w a1
'
の 毛状根の新鮮重量は6週目ま
で は ほぼ直線的に増加し ､ 6 週目の 時点で どち らの 毛状根の 湿重量も培養開始
時の 20 倍以上 にな っ た ｡ しか し , 7週目には毛状根及び培地とも褐変し､ 毛状
根が枯死 に至 っ た ｡ なお ､ こ の 培養終期に観察され る毛状根の褐変は ､ 培養環
境の ス トレス により 生産誘導された ア ン ト ラキノ ン類【4 0･4 1】による も の で あ
る と考えられる ｡
毛状根培養系にお ける Ca mptothe cin の 最大蓄積量は 0. 17
'
uk7
'
u e B ST
'
s で 6 週
目に 230p g/fla sk､ 0. h乙ZZ101
'
w a l
'
で 7週目に 4 7 11鳩/flask であ っ た. 0. ka m l
'
w ai
毛状根にお ける Ca mptothe cin 蓄積量は､ 0. p乙I m 1
'
1a 毛状根の場合[1 3]と ほぼ
同等 の 値 で あ っ た . ま た ､ 10- Metho xyc a mptothecin の 最大蓄積量は ､ 0.
11
'
LIhl
'
u e n sI で 6 週目に 25p g/fla sk､ 0. ku mjw a 1
'
で 5 週目に 15p g/fla sk にな
っ た ｡ しかし ､ 2 種の 毛状根ともそ の後7週目まで 1 0- M etho xyca mptothe cin
28
の 生産量 の 増減はほ とんど観察さ れなか っ た o
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1.2.8 毛状根 へ の エ リ シタ ー 等の 添加の影響
一 般的に ､ 植物に含まれる 二 次代謝産物は様々 な外的刺激に対する 生体防御
の意義を持つ こ とが多く ､ 病虫害や機械的ダメ ー ジを受ける こ と により ､ その
生産量が上昇する ことが知られて い る ｡ 同様 の 現象は ､ 種々 の 培養細胞におい
て も報告され て い る ｡ アルカ ロイ ド生産 に対する外的刺激の影響につ い て は植
物体や培養細胞などを材料と して多く の 研究がされて おり ､ これ まで に ､ ス ト
レス化合物として ､ 種々 の 糸状菌由来エリ シ タ ー [42･ 44]､ 傷害シグナル伝達物
質で ある ジャ スモ ン酸やメチルジ ャ スモ ン酸 [4 5]､ 病害感染シグナル伝達物質
で ある サリチル酸 [46･47】､ その 他､ オ ー キ シ ン等の 植物生長調節物質[48]が
二 次代謝物生産に影響を及ぼす こ とが報告されて い る ｡ また ､ これ らス トレス
化合物がイ ン ド - ル アル カ ロイ ド生合成に関与する遺伝子の発現制御 に与える
影響につ い て も研究が されて おり ､ a. r o s e u sの 培養細胞にお い て , イ ンド - ル
ア ルカ ロ イ ド生合成に関わる酵素遺伝子 の発現をコ ントロ ー ルする転写制御因
子 の O R C A(Octadec a n oid･ r e spo n siv eCatAa m BtAusA P2) が ､ メチルジャ ス
モ ン酸に応答性を示し ､ 培養細胞にメチル ジャ ス モ ン酸を添加する こ とにより ､
酵素遺伝子 の発現誘導が引き起こさ れる ことが報告されて い る [4 9･5 1]｡
cpAl
'
w Th
'
z a 属植物 における ス ト レス化合物の影響につ い て は､ 斉藤らによ
り ､ 0- p u m l
'
1a 毛状根を用 いて ､ メチル ジャ ス モ ン酸､ サリチル酸､ 酵母 エ キス
の 添加 に よる Ca mptotbe cin 生産量の向上につ い て検討が されたが , いずれ に
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おい て も ､ Ca mptotbe cin 生産量 の 上昇は観察されなか っ た 【13]0
本研究で は ､ 無菌培養植物体および毛状根の代謝物プロ フ ァ イリ ングの結果
より ､ 0. p u ml
'
1a とは異 なるア ルカ ロ イ ドの 生産調節機構が存在する と考えられ
る 0. 11
'
uh1
'
u e n sl
'
及 び 0. ha m l
'
w a= こ お い て ､ ス ト レ ス 化 合物 に よ る
Ca mptothe cin 関連ア ルカ ロイ ド生産量 の向上を期待し､ 0. 11
'
LTh
'
u e n sj 及び
0. ku m l
'
w aj の 毛状根の ア ルカ ロイ ド生産に対す る エ リ シタ ー 等の 影響を調 べ
た ｡
継代3週目の 毛状根に対し､ 最終濃度と して メチル ジャ ス モ ン酸 10 0pM ,
サリチル酸 100LLM ､ 酵母 エ キス 5 00帽/ml を各々添加して ､ さ らに1週間培
養後 ､ 培地 及 び 毛 状根 を収穫し ､ 蛍光 H P L Cに て Ca mptotbe cin 及 び
10-M etboxyc a mptotbe cin の 生産量を定量した (Fig. 16)｡ なお ､ メチルジャ ス
モ ン酸とサリチル酸は D M S O溶液として ､ 酵母 エキス は水溶液として 毛状根に
添加 したため ､ D M S Oまたは滅菌水の み を添加したもの をコ ントロ ー ルと した ｡
そ の 結果 ､ サリチル酸及び酵母 エ キス は 0.11
'
uh
'
u e n sl 及び 0. hu m )
'
w a l
'
の 毛
状根で 共 に ア ル カ ロ イ ド生産量を減少さ せ た が ､ メチル ジ ャ ス モ ン酸は 0.
1)
'
uh
'
u e n s l
'
毛状根にお い て Ca mptothe cin 生産量 をコ ントロ ー ルの 約 1.3 倍に
上昇 さ せた ｡
こ の ように ､ ア ルカ ロイ ド生産性の高い 0. p乙Im 1
'
1a や 0. ha m l
'
w a l
'
で はメチ
ル ジ ャ ス モ ン 酸 に よ る 誘 導は みち れず ､ ア ル カ ロ イ ド 生産性 の 低 い 0.
11
'
LZkja e n sl
'
の みでメチル ジャ ス モ ン酸による誘導がみられた ｡
31
富
i
▼■
'
t}
亀
d
A
i
○
【ユ
J∃
.野
qJ
i
ご
`可
b D
､
由
5
1三
○
●
芦
d
t∃
中
I;
○
≡
○
∃
30
25
20
15
1¢
5
SOD
7 00
600
500
4tN)
300
200
10【1
3 00
250
2
貞 20.
‾
由
1
盲 150
⊆l
O
名 l 00
垂 訓
E)C P T
E)10_ Motho J(
C H J S A C YE C lJ SÅ C YE
] ] ] ]
DMS O H20 E) M S O H20
0. 1iukiu ensis 0. kuroI
'
wai
Fig
p
L m 16,
E ffe cts 0felicit,o r s o ngro wth andalkaloidproduct.ion of hairy ro ot,8 ,
Elicito r8 W e r e added3- w e ek･ old hairy ro otcultu re sin 5 0mlof B 5 llqu ld m ediu m c ontain l ng
2 % su c rosein a10 0ml Erle n m eye rfla 畠k, T he 丘n alc o n ce ntr atio n 畠 OfellCito rs w e re:1 00トIM
m ethylja s m o nic a cid(M J), 100uM s allCylic a cid(SA), 50 0p gml･1 ye a st extra ct(Y E). For
c ontrolexperin ent8(C), dim ethylsulfo xide(D MSO)fo rM Ja nd S Aor w ate rforY Ew er e
ad ded, r e spe ctiv ely. On e w e ekafter the addition ofelicitor s, the hairy ro ots andthellquid
m edia w ere har ve sted a nd extr a cted fo rthe qu a ntiflC atio n ofc a mptothe cin a nd
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1｡3 考察
OpAjop ph
'
z a属植物の 無菌培養植物体にお い て ､ 0. kumlw a1
'
は 0. ll
'
uh
'
u e n sl
'
と 0. pu m)
'
1a の 種間雑種で あり ながら､ そ の 代謝物パ タ ー ンは 0. ll
'
uh
'
u e B SIs
の パ タ ー ンと極 めて よく似 る こ とが示 され た ｡ ま た ､ 0. 11
'
LIh
'
u e n s 1
'
と 0.
ku m l
'
w a l
'
の 無菌培養植物体で は､ シ ュ ー トと根で蓄積される アルカ ロイ ドパ タ
ー ン に違い があ る ことが明らかとな っ た o 0. p u m l
'
1a で は､ 器官による アルカ
ロイ ド分布に大きな違い がない こ とから､ 0. 11
'
uh
'
u e n sl
'
と 0. ku z101w a l
'
に は､
0. p u m 11a と異な る アルカ ロイ ドの 生産調節機構が存在すると考えられる ｡
0. 11
'
ukju e D S 1
'
s毛状根で は ､ メ チルジ ャ ス モ ン酸添加時に Ca mptothe cin 生産
量が上昇した ｡ こ の メ チル ジ ャス モ ン酸によ る誘導は ､ アルカ ロイ ド生産性の
高い 0. hlm l
'
w ajと 0. p u m 1
'
1aで は観察されなか っ た こ とで あり , 0.11
'
uk7
'
u e n sl
'
ではメチル ジャ ス モ ン酸により Ca mptothe cin 生産が誘導され る調節シス テ ム
が存在する と考 えられ る ｡ しかし ､ 本研究にお い て ､ ス トレス化合物の添加は
固定した 1 つ の 条件の みの 検討しか行 っ て い な い ため, 今後､ 0.11
'
uk1
'
u e B Sl
'
s毛
状根にお い て Ca mptothe cin 生産の 誘導が観察されたメチルジャ ス モ ン酸をは
じめ ､ エ リシ タ ー ､ 植物生長調節物質など様々 なス ト レス化合物につ い て ､ 添
加濃度や ､ 添加の タイミ ング､ 添加後の培養期間など様々 な条件の 組み合わせ
による Ca mptothe cin 関連アルカ ロイ ド生産に対する影響を検討し ､ アルカ ロ
イ ド生産がより誘導され る系が確立 され る こ とが期待され る o また ､ 本研究に
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お い て ､ Ca mptothe cin 及び 10- Metho xyc a mptothe cin 以外の ア ルカ ロイ ドに
つ い て は ､ ス トレス化合物による影響につ い て詳細な定量を行 っ て い ない ため ､
今後､9- Metho xyc a mptotbe cin な ど他の アルカ ロイ ドにつ い ても Ca mpto仏e cin
と同様にス トレス化合物によ る影響を検討す る必要がある と考えられ る ｡
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第2部
チ ャボイナモリ毛状根に特異的に発現する遺伝子群の
プロ フ ァイ リ ング
2,1 総論
Cph
'
o1
･
Z:h
'
z apu m 1
'
1a (チ ャ ボイ ナモ リ) で は ､ 毛状根及び無菌培養植物体が
Ca mptotbe cin 関連アル カロイ ドを蓄積するが [11, 14】､ 脱分化したカルス はア
ル カ ロイ ドを生産しな い こ とが明らか に されて い る [3 7, 5･2]. こ の ことから ､
毛状根や無菌培養植物体の ような アルカ ロイ ド生産組織とカルス の ようなアル
カ ロイ ド非生産組織を用 い て ､ アルカ ロイ ド生産組織で特異的に発現する遺伝
子群の プロ フ ァ イリ ングを行う ことにより ､ Ca mptothecin の 生合成に関与する
新規遺伝子 の探索が可能で ある と考 えられ る ｡
そ こ で本研究で は ､ 0. pIZ m1
'
a か らの Camptothe cin 生合成に関与する新規遺
伝子 の単離を目的として ､ アルカ ロイ ド生産組織で ある 0. pLIm l
'
1a 毛状根と毛
状根由来の脱分化カルス を用 い た P C R･ s ele ct s ubtr a ctio n 法 [5 3- 54】による遺
.
伝子群の プロ フ ァ イリ ングを行 っ た ｡
35
2.2 結果
2.2.1 毛状根からの カルス誘導と懸濁細胞培養系の確立
P C R･ s ele ct s ubtr a ctio n 法により アルカ ロイ ド生合成に関与する遺伝子を選
択的にプロ フ ァ イ リ ングする ために ､ 毛状根と遺伝的に同 一 で あり ､ アルカ ロ
イ ド生産の み異なるカル ス の 誘導を行っ た ｡
毛状根の 比較的若い部分を約 1c m の 長 さ に切り分けた後､ 植物ホルモ ン とし
て 0.5p.M N A Aと5pM B Aを含む B5 固形培地に毛状根を置床し､ 暗所下で培
養を行 っ た . そ の 結果 ､ 黄白色の カルスが誘導された (Fig. 17). また ､ 誘導さ
れたカルス を0.5FM N A Aと 5pM B Aを含む B5液体培地にて 回転振返培養す
る こ とによ ･り白色の懸濁培養細胞が確立 された (Fig. 1 7)0
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Figu r e17. Pla ntc ellcultu r e s of Cph
'
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2･2･2 毛状根及び毛状根由来懸濁培養細胞 の代謝物プロ フ ァイリ ング
0･ pa m l
'
1a 毛状根と ､ 前項にお い て確立 した 0. pu m 1
'
1a 毛状根由来懸濁培養
細胞 につ い て ､ 蓄積され る 二 次代謝物を比較した｡ 毛状根 ､ 懸濁培養細胞とも
25℃ ､ 暗所下で 3 週間回転振返培養を行 っ た後 , 第 1 部における無菌培養植物
体の代謝物プロ フ ァイ リ ングと同様に､ 逆層カラム を用い て H PL C及び LC･ MS
によ る 二 次代謝物の プロ フ ァ イ リ ングを行 っ た ｡ 代謝物の同定に用 い る標品は
千葉大学大学院薬学研究院､ 生体機能性分子研究室におけ る成分探索研究で
Cphl
'
0 1
.
rhl
'
z a属植物及び毛状根より単離されたア ルカロ イ ドを用 い た｡ メタノ ー
ル抽出物にお ける化合物の同定は標品と の保持時間､ U Vス ペク トル ､ M Sス ペ
ク トルの 比較に より行 っ た ｡ 各抽出液の H P L C パタ ー ンを Fig. 1 8に , 検出さ
れた化合物の構造式を Fig. 19 に示す｡
そ の結果 ､ 0. pu m 1
'
1a 毛状根で は Ca mptothe cin 関連ア ルカ ロ イ ド及びア ント
ラキノ ン類などが検出された の に対 し ､ 懸濁培養細胞で は､ 毛状根 に比 べ て 目
立 っ た ピ ー クが無く ､ アルカ ロ イ ド及びア ン トラキノ ン類と して 同定で きる ピ
ー クは無か っ た｡
したが っ て ､ 本研究におい て ､ PCR･ s ele ct subtr a ctio n法の Driv e rとして ､
0. pLZm la 毛状根由来の懸濁培養細胞は適 した材料で あると考 えられる .
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2･2･ 3 毛状根特異的発現 cD N Aフラグメ ントの ク ロ ー ニ ング
前項にお い て 示した Ca mptothe cin 関連アルカロイ ドを蓄積する 0. pu m lla
毛状根と, アルカ ロイ ドを全く生産しな い 0. pu m 1
'
a 毛状根由来懸濁培養細胞
から RNA を抽出し ､ P C R･ s elect s ubtr a ctio n法 (Fig. 20) に供した .
毛状根の R NA か ら作製した cD N Aを Teste r cD N A､ 懸濁培養細胞の R N A
から作製した cD N Aを Driv e r cD N A として 用 いた o 5'末端に 2種の ア ダプタ ー
(A dapto rl､ A dapto r2R) を結合させ た Teste r cD N A と､ 過剰量 の D riv e r
cD N Aをハ イ プリダイゼ - シ ョ ンさせ ､ それ らを混合し､ 末端を埋め る ｡ これ
を鋳型として ､ A dapto rの外側の配列をプライ マ ー として P C R増幅させ る と､
両端に異な っ た A dapto rl 及び A dapto r2R の ア ダプタ ー を有する cD N Aの み
が増幅され る ｡
次に ､ こ れらを pG E MIT Ea sy Ve cto r(Pr o m ega) にサ ブク ロ ー ニ ング し､
ラ ン ダム に 768 ク ロ ー ンをピッ クア ッ プした ｡ また ､ 逆に､ 懸濁培養細胞から
作製した cD N Aを ¶∋ste r cD N A､ 毛状根から作製した cD N Aを Driv e r CD N A
として , 同様の 手順 により ､ ラン ダム に 38 4ク ロ ー ンをピッ クア ッ プした ｡
さ らに ､ これ らの ク ロ ー ンをナイ ロ ンメ ンプ レン に プロ ッ ト し , 1) 毛状根
由来 cD N A､ 2) 毛状根特異的サブトラク シ ョ ン cD N A､ 3) 懸濁培養細胞由来
cDNA､ 4) 懸濁培養細胞特異的サブトラク シ ョ ン cD N Aをプロ ー ブとして ､ ド
ッ トハイ プリグイゼ - シ ョ ンを行 っ た｡ そ の結果 ､ 毛状根より得られた 76 8ク
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ロ ー ン の 中から､ プロ ー ブ 1)及び 2)にお い て有意にハ イ プリグイゼ - シ ョ ンす
るク ロ ー ンを選抜し､3 53ク ロ ー ンの 毛状根特異的cD N Aフ ラグメ ン トを得た .
また ､ 懸濁 培養細胞より得られた 38 4ク ロ ー ンの中か ら､ プロ ー ブ 3)及び 4)に
お いて有意にハ イ プリダイゼ - シ ョ ンす るク ロ ー ンを選抜し､ 51ク ロ ー ン の 懸
濁培養細胞特異的 cD N Aフ ラグメ ン トを得た｡
4 2
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2.2.4 毛状根特異的発現 cD N Aフ ラグメ ントの解析
得 られ た フ ラ グ メ ン ト に つ い て D N A配 列 を決定 し た後 ､ B L A STX
(出土虹∠痩 地 ) により相同性検索を行 い ､
E･ v alu e及び Sco re の 最も高い 配列をも とに フ ラグメ ントの 分類を行 っ た ｡
そ の 結果 ､Ca mptotbe cin 生合成関連酵素を含む代謝酵素類が 137 フラグメ ン
ト､A B Cトラ ンスポ ー タ ー を含むトランスボ ー タ ー 類が2 1 フラグメ ント､ E RF
･1ike pr otein を含む転写因子類が 16 フラグメ ン ト､ Au xin･indu c ed pr otein ･を
含むス トレス 因子煩が 58フ ラ グメン ト､ 未知遺伝子等そ の他の配列が 1 21フ ラ
グメ ン トと分類された (Fig. 2 1, Table 3)0
こ の 中で ､ 代謝酵素類に分類され る 13 7 フラグメ ン トにつ い て ､ さ らに ､
Ca mptothe cin の 仮想生合成経路 [31】との 比較を行い ､ Ca mptothe cin 生合成に
関与する新規遺伝子 の候補となり得るフ ラ グメ ン トの 探索を行っ た｡
そ の結果 ､ 0. p um l
'
1a 毛状根の既知遺伝子 [16】の 配列 と 一 致する フ ラグメ ン
トとして ､ 2 個の トリプトフ ァ ン脱炭酸酵素 (T D C) の 部分配列な らびに 5 個
の ス トリク トシ ジン合成酵素(S T R) の 部分配列が得られた ｡ また ､ 既知の ST R.
とは異なる 2 個の STR ホモ ロ グの 部分配列が得られた ｡ また , 1 個の ゲラ ニ オ
ー ル 10- 水酸化酵素 (GI OH) ホモ ロ グの 部分配列及 び 2個の セ コ ロ ガ ニ ン合成
酵素 (S L S) ホモ ロ グの 部分配列が得られた ｡ これ らは , a. r o s e u sに おい てイ
ン ド - ルアルカ ロ イ ド生合成に関与する GI OH[5 5]及 び SL S[56】と高い相同性
4 4
を示す こ とか ら､ 0. p u m 1
'
1a の Ca mptothecin 生合成における GIO Hと S L S
(Sche m e1) をコ ー ドする ことが示唆され る ｡
そ の 他にも ､ 他の 植物種の 0Ⅹidor edu cta s e､ Dehydr oge na se ､ Glu c o sida s e
及び Cytocbr o m eP4 50などに相同性を示すフ ラグメ ン トが多数得られ ､ これ ら
は Pu milo side か ら 3( 舟De o xypu mi 1o side へ の 反応及び 8(舟De o xy pu mi 1o side
の 後 , 複数のス テ ッ プを経て Ca mptothe cin が 生合成され るまで の 反応 に関与
する可能性が高い と考えられ る (Sche m e1).
ま た ､ ア ン ト ラ キ ノ ン の 代謝に関与す る CTa m ell1
'
a sl
'
n e n sI (チ ヤ).の
β-prim e v e r o sida s e[57】と高い相同性を示す cD N Aフ ラグメ ントが複数得られ
た(Sche m e2)｡ こ れは ､ 毛状根と懸濁培養細胞で は､ アルカ ロイ ドだけで なく
ア ン トラキノ ン の 生産にも差があるため に得られたもの と考えられ る 0
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3-4. Str e s sfa cto r(58fragm e n七s)
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3･ 5. Othe r s(12 1fr agm e nts)
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2.3 考察
本研究にお い て ､ Ca mptothe cin 関連アルカ ロイ ド及びア ントラキノ ンを蓄積
する 0. pal m )
'
1a 毛状根と､ 0. pu m l
'
1a 毛状根由来で あるがアルカ ロイ ドを全く
生産しない 懸濁培養細胞を用 い て P C R- s ele ct s ubtr a ctio n法に より ､ 毛状根特
異的発現フ ラグメ ン トを取得 し ､ 塩基配列 の解析を行っ た Q そ の 結果 ､ 0. pu m 1
'
1a
毛状根 における Camptotbe cin 生合成関連酵素の既知遺伝子で ある トリプトフ
ァ ン脱炭酸酵素の配列と 一 致する cD N Aフ ラグメ ントが 2 フラグメ ン ト､ さら
に ､ ス トリクトシ ジ ン合成酵素の配列と 一 致す る cD N Aフ ラグメ ン トが 5 フラ
グメ ン ト得られた ｡ これ らの こ とより ､ 毛状根特異的発現フ ラグメ ン トとして
得られ ､ 代謝酵素類に分類きれた 13 7フ ラグメ ン トの 中に Ca mptothe cin 生合
成に関与する新規遺伝子が含まれて い る 可能性は非常に高い と考えられ る ｡
トラ ンスポ ー タ - 類に分類された 21 フ ラ グメ ン トの うち ､ A B Cトラン スポ
ー タ ー に相同性を示す cD N Aフ ラ グメ ン トが 9 フラグメ ント得られた ｡ これま
で ､ 植物や培養細胞にお ける アルカロ イ ドの 輸送に A B Cトラ ンスボ ー タ ー が関
与する こ とが報告されて おり [58･ 60]､ また ､ 人間における Ca mptothe cin 誘導
体の薬剤耐性機構に A BC トラ ンスポ ー タ ー が関与する報告[6 1】もされて い る
こ とか ら ､ 本研 究 に お い て 得 ら れ た A B Cト ラ ン スボ ー タ ー ホ モ ロ グが
camptothe cin 関連アル カ ロイ ドの 輸送に関与 して い る可能性が考えられ る ｡
転写 因子類に分類 され た 1 6 フラグメ ン トの うち ､ E R F11ikepr otein に相同性
54
を示す cD N Aフ ラグメ ン トが 6 フ ラグメ ン ト得られたo a. m s e u sの 培養細胞に
お け る イ ン ド - ル ア ル カ ロ イ ド 生合成 の 制御因子 で あ る O R C Aが ､
A P2/E RF-do m ain フ ァ ミ リ ー に属する転写因子 【5 1]で ある こ とか ら､ 本研究に
お い て 得られた E R F-like pr otein が Ca mptothe cin 生合成の 制御に関与して い
る可能性が考えられる ｡
今後､ 毛状根特異的発現 cD N Aフ ラグメ ントにつ い て ､ R N Ai 法に よる遺伝
子機能の 推定､ さ らに ､ 各遺伝子 の 全長ク ロ ー ニ ング及び詳細な機能解析を行
う こ とに より ､ Ca mptotll e Cin 及びア ン トラキノ ン の 生合成とそ の 調節機構が解
明され る こ とが期待され る ｡
55
総 括
本研究では , これ まで ､ 組織培養や Ca mptotbe cin 生合成 につ い て 幅広く研
究が行われ て きた 0･ p u m ]
'
1a の 近縁植物で ､ ア ルカ ロイ ドの 含有パ タ ー ンが異
なる 0･ 1]
'
Llkl
'
LZe DS l
'
s と 0. hu 1701
'
w a l
'
に つ い て 無菌培養植物体を作製し､ さらに
毛状根の 誘導を行 っ た ｡ 得られた組織培養物に つ い て代謝物分析を行 っ た結果 ､
が ん 細 胞 に 対 し Ca mptothe cin よ り も 強 い 活 性 を 示 す 1 0･ Metho xy
c a mptotbe cin が無菌培養植物体の根及び毛状根に蓄積する こ とが明らか とな っ
た o こ れ まで ､ 組織培養 による 10･ Metho xyca mptothe cin の 生産につ い て の 報
告 例 が な い こ とか ら ､ 今後 ､ 特 に 毛状根が ､ Ca mptotbe cin の み な らず ､
10- M etboxyc a mptothe cin も効率よく生産する培養系として確立される こ とが
期待 される o また , 0. 11
'
ukju e n sl
'
毛状根で は, メチルジャ ス モ ン酸の 添加 によ
り Ca mptothe cin 生産が誘導され た こ とか ら､ こ の 誘導を引き起 こす機構の解
明が期待され る ｡
さ らに､ 本研究で は ､ Ca mptothe cin 生合成 に関与する新規遺伝子 の単離を目
的に ､ 0. pu m 11a 毛状根とそ の 毛状根から誘導した懸濁培養細胞を用 い て ､
P C R-s ele ct s ubtr a ctio n法により毛状根特異的発現 cD N Aフ ラグメ ントを取得
した ｡ そ の 結果 ､ Ca mptothe cin の 生合成や輸送に関与する 可能性が高い フ ラグ
メ ン トが多数得られた こ とか ら､ 今後､ 個々 の 遺伝子 に つ い て ク ロ ー ニ ン グ及
び機能解析を行う こ とにより , Ca 血ptOthecin の 生合成機構が解明され る こ とが
56
期待される ｡
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実験の部
[実験一 般]
< 遺伝子操作一 般>
P C R
本実験で は ､ D N Apolym e r a s eは特に記載がな い限り Ex Tag(Taka r a)を用 い ､
P C R反応は The r m alcycle rSp(Taka r a)を用 い た ｡
ヱ 出 墨壷塾塾
D N Aの アガロ - ス ゲル電気泳動はサブマ リ ン方式の Mupid･ 2(A dv a n c e)を使
用し ､ 1･0% Agaro s eLO 3(Tak甲a) を用 い て 1 Ⅹ T B E(89 m M Tr is
-bo ric a cid
,
1 0m M E D TA
, pH 8.0)により行 っ た . ゲルは泳動後､ Ethidiu mbr o mide によ
っ て染色 し､ U Vトラン スイルミ ネ - 夕 - を用 い て D N Aを検出した ｡
D N A シー ク エ ンシ ング
D N Aシ ー ク エ ン シ ン グは秋田県立大学生命科学研究支援セ ンタ ー ｢C R E S T
一 秋田植物分子科学サテライ トラボラトリ ー + に依頼した ｡
< 測定機器｡ 条件>
星型韮u三よ旦鎧艶勉旦国定
ポンプ (H ITA C ⅢⅠ; L･ 71 0 0)､ フ ォ トダイ オ ー ドア レイ検出器 (H ITA C HI,
'
L- 74 5 5)､ カラム オ ー ブン (H ITA C H I;L- 7 30 0)､ オ ー トサ ンプラ - (H ITA C H I;
L･ 7 20 0) を使用し､ カラム (Ka nto Che m .; M ightysil･R P1 8, 5llm , 2 50Ⅹ 4.6
m m)､ 流速 (0.8 ml/min), 溶媒組成(0･ 3 5minlin e a rgr adie ntfro m s olv e ntA
【o.25% AcO Hin H20:MeO H(8 0:2 0v/v)]to s olv e ntB[0.2 5 %AcOH in H20 :
5 9
MeO H(10:9 0v/v)],35- 40 minis o c r atic at s olv e n七 郎 にて行 っ た ｡ なお ､ 代
謝物の同定に用 い る標品は ､ 千葉大学大学院薬学研究院､ 生体機能性分子研究
室 における これ まで の 研究で CpAl
'
o HAl
'
z a属植物より単離された アルカ ロイ ド
を標品と して 用 い た ｡
迂壬生旦迄_よ遵ヱ 必 定量
ポンプ(S H IM A D Z U,' L C･ 10 A D)､ 蛍光検出器 (HITA CH I;L-74 5 5)､ カラム
オ ー ブ ン (H ITA C H I; L･730 0)､ オ ー トサ ンプラ - (HIT A C HI;L･ 7 2 00) を使
用し ､ カ ラ ム(TO S O H;T S Kgel O D S-80 Ts, 15 0Ⅹ 4.6 m m)､ 流速(1. O mlノmin)､
溶媒組成(MeO H:H20(50:50v/v))､ 励起波長36 5n m, 検出波長 42 8n m に
て 行 っ た ｡ な お ､ 定 量 に お い て 標 晶 と し て 用 い る Ca mptothe cin は
Sigm a
･ Aldrich社か ら購入したも の を ､ 10･ M etho xyc a mptothe cin は ､ 千葉大学
大学院薬学研究院､ 生体機能性分子研究室 の藤井規恵らによ っ て 2004 年に 0.
1)
'
uh
'
u e D S}
'
s より単離精製されたもの を使用した [3 1]o
L C/P D A/E SI/M S
イ オ ン トラ ッ プ質量分析計 (T her m oQu e sto; L CQD E C A)､ ポンプ (Agi1e nt;
G1 3 12B)､ フ ォ トダイ オ ー ドア レイ検出器 (Agi1e nt;G1315B)､ オ ー トサ ンプ
ラ - (Agi1e nt;G1329 B) を使用し､ カラム (Ea nto Che m. ,
.
M ightysil･R P18, 5
pm , 2 50Ⅹ 4.6 m m)､ 流速 (0.8･ml/min)､ 溶媒組成(0- 35minlin e a rgr adie nt
fr o m s olv e ntA[0.2 5 %AcO H in H20:MeO H(8 0:2 0v/v)]to s olv e ntB[0.2 50(o
AcO Hin H20: MeO H(10:90v/v)】, 35･4 0minis o c r atic ats olv e ntB) にて行
,
っ た ｡ エ レクトス プレ ー イオ ン化 (E SI) はポジテ ィ ブモ ー ドで ､ キ ャ ピラリ ー
の 温度は 3 50℃で行い ､ 質量ス ペ ク トルを 2 10 フう1ら 6 00a/z で 1秒あたり 2
s c a n sで測 定した ｡
6 0
< 植物体>
鞄 ⊥之旦土ヱ土土皇且L
20 0 1年 7月 に沖縄県西表島にお い て採取された植物を人工気象室内で 2 5℃ ､
18時間明期 (40001ux)､ 6 時間暗期で栽培したもの を用い た 【2 6】｡
睡 塵塵
0. pu m jla の 無菌植物体は､ 千葉大学大学院薬学研究院､ 生体機能性分子研究
室 の柳滞知恵子らに よ っ て 2000年に奄美大島産の 0. pu m 11a から誘導したカル
ス か らの 再生植物体を用 い た 【35】｡ 再生植物体は､ 1/2M S[34】固形培地(1 % シ
ョ 糖､ 0.2% ゲラ ンガム ､ pH 5.6) を2 0ml入れたガラス製培養チ ュ ー ブ (直径
40 m m､ 高さ 1 30m m) にて , 人工気象室内で 25℃ ､ 18時間明期(2 001u x)､
6 時間暗期で培養した ｡ 約3 ケ 月 ごとにシ ュ ー トを 2 節ごとに切り分け ､ それぞ
れを新しい培地に移植する こと により継代培養とした｡
<Oph
'
w rh
'
z BPu m 1a 毛状根の培養>
毛状根の誘導
本実験に用 い た 0. pu m 1
'
1a毛状根は ､ 千葉大学大学院薬学研究院､ 生体機能性
分子研究室の中村美緒らによ っ て1 99 5年に誘導され たもの を用 い た [1 2】｡ 毛状
根 の誘導方法を以下 に示す｡
1)AgT Oba cte n
'
Llm rAl
'
z oge n e s(pRi1 58 34;pG S G L U Cl) を100 m g/1 Rifa mpicin ,
30 0m g/1 Spe ctin o micin ､ 1 00mg/1 Str epto micin を含有するY E B固形培地 に塔
げ､ 28℃ ､ 暗所下で2日間培養 した｡
2) 0. pu m 11a無菌培養植物体の 茎部数カ所に縫い針を用 い てAgT Oba cte rlu mを
接種し ､ 1/2 M S固形培地 (1 % シ ョ 糖 ､ 0.2 % 植物培地用寒天 ､ PH S.6) で 培
養した ｡
3) A8T Oba cte rl
'
u mの接種数日後, 膨らんだ感染部を切り出し､ AgT Oba cte n
'
a m
6 1
を除くため ､ Cefota xim e(Clafo r a n⑧､ Aventis)を 20 0mg/1の 濃度で含むB5[3 8】
固形培地 (2 % シ ョ 糖 ､ o･2 % 植物培地用寒天 ､ pH 5.6) に移植し､ さ らに2週
間毎に新しい培地に移植を続け､ 除菌した ｡
4) 除菌完了後､ 1/2 M S固形培地 (1 % シ ョ 糖､ o･ 2 % 植物培地用寒天 ､ pH 5.6)
に移植し､ 約80日で1切片から毛状根が発生した｡
上記 により誘導され ､ 生体機能性分子研究室より分与された毛状根は､ 当研
究室 にお い て ､ B5固形培地 (2% シ ョ 糖､ 0･2 % ゲ ランガム ､ pH 5.6) 及びB5
液体培地 (2% シ ョ 糖 ､ pH 5.6) にて4週 間 ごとに新しい培地に移植する こ とに
より ､ 継代培養を行 っ た ｡
重避退旦遊佐壇董
100 ml 三角 フ ラス コ を培養器として ､ 5 0 mlの B5液体培地 (2 % シ ョ糖 ､
pH 5･6) を入れ ､ アルミ ホイル でキ ャ ッ プし ､ 12 1℃ ､ 20min の オ ー トク レ ー
ブにより滅菌した o 4週間培養した毛状根をクリ ー ン ベ ンチ内で フ ラス コ から取
り出し ､ 毛状根中央の褐色部分を除去した後､ 適当な大きさに切り分け ､ 新し
い 培地 に投入した . 培養は､ 25℃ ､ 暗所下 で旋回振連培養機 (8 0rpm) に より
行 っ た ｡
以下 ､ 毛状根培養 の実験は ､ す べ て こ の 条件で行 っ た ｡
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[第1部の実験]
< 無菌植物体の誘導と培養>
鞄 埴塵勉佐
2 00 1年7月 に､ 沖縄県石垣島於茂登岳にお い て採取された 0.ll
'
tzkl
'
u e n s)
･
[26]
の 種子 を 1･5 mlチ ュ ー ブにとり , 1 %次亜塩素酸ナトリウム水溶液を適量加えて
10 分間殺菌した後､ 滅菌水で数回洗浄を繰り返した ｡ そ の後 ､ 滅菌された種子
を 1/2 M S固形培地 (1 % シ ョ 糖 ､ 0.2 % ゲラ ンガム ､ pH 5.6) に置床して発芽
させた後､ 同組成培地を 20ml入れたガラス製培養チ ュ ー ブ ( 直径40m m､ 高
さ 130 m m) に移植し ､ 人工 気象室内で 25℃ ､ 18 時間明期 (2 0 0 1u x), 6 時
間暗期で培養した . 約 3 ケ 月 ごとに シ ュ ー トを 2 節ごとに切り分け ､ それぞれ
を新しい培地 に移植する こ とにより継代培養と した｡
睡 魔塵塵鞄屋
2 01 年 7 月 に沖縄県西表島にお い て 採取 され ､ 人工気象室内で栽培された
0. hLImlw a )
'
の 葉を 1c m 角に切り分けた後､ シ ャ ー レにとり､ 1 %次亜塩素酸ナ
トリウム水溶液を適量加えて 10分間殺菌した後､ 滅菌水で数回洗浄を繰り返し
た . 滅菌された乗切片は ､ 植物ホルモ ンとして 0.5 p.M NA Aと 5 pM Kin etin
を含む 1/2 M S固形培地 (1 % シ ョ 糖､ 0.2% ゲラ ンガム ､ pH 5.6) に置床し ､
人工気象室内で 2 5℃ ､ 18時間明期
.
(2 00 1u x)､ 6 時間暗期で培養したo 約 40
日後､ 葉より得られた再生植物体は同組成培地を 2 0 ml入れたガラス製培養チ
ュ
ー ブ (直径4 0m m､ 高さ 1 30m m) に移植し､ 人工 気象室内で培養した ｡ 約
3 ケ 月 ごとに シ ュ ー トを 2 節ごとに切り分け ､ それぞれを新しい培地 に移植する
こ とにより継代培養とした｡
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<毛状根の誘導>
拠 壷重逃避旦透導
0･1l
'
LZb
'
ue B Sl
'
s無菌培養植物体の シ ュ ー ト上端か ら 2節を除去 し､ 茎先端部を
長さ 5 m m 程縦割りに した ｡ その 切り 口 に､ Y E B固形培地 にて 28℃ ､ 暗所下で
2 日間培養した A. rhl
'
zoge n e s(pRi1 58 3 4) を塗布し ､ 1/2M S固形培地 (1 % シ
ョ 糖､ o･2 % ゲラ ンガム ､ pH 5.6) にて 2 5℃ ､ 1 8時間明期､ 6 時間暗期で培養
した ｡ 培養開始 7 0日後に､ 接種部分から多数の 不定根が観察された0
得られた不定根は AgTOba cte plu m を除くため ､ Clafo ra n⑧を 200 m g/lの 濃度
で含む B5 固形培地 (2 % シ ョ 糖 ､ 0.2 % ゲラ ンガム ､ pH 5.6) に移し ､ 2 5℃ ､
暗所下で数回の継代を行 っ た後, Clafo r a n⑧を含まな い B5 固形培地 (2 % シ ョ
糖､ 0.2 % ゲラ ンガム ､ pH 5.6) にて暗所下 で さらに培養を行っ た ｡
地 透豊
0.11
'
uh
'
a e n sl
'
の場合と同様の方法で 0. kLZ m l
'
w al
'
無菌培養植物体の シ ュ - ト
上部に A. rAl
'
z oge D e S(pRi1 5834) を塗布 し ､ 1/2 M S固形培地 (1 % シ ョ 糖､
0.2 % ゲラ ンガム ､ pH 5.6) にて培養した ｡ 培養開始 1 5日後に ､ 接種部分から
多数の 不定根が観察された ｡
得られた不定根は AgT Oba cte zT
'
u m を除くため , Clafo r an⑧を 20 0mg/1の 濃度
で含む B5 固形培地 (2 % シ ョ 糖､ 0.2 % ゲラ ンガム ､ pH 5.6) に移し ､ 2 5℃ ,
暗所下で数回の継代を行っ た後､ Clafo r a n⑧を含まない B5 固形培地 (2 % シ ョ
糖 ､ o. 2 % ゲラ ンガム ､ pH 5.6) にて 暗所下 で さ らに培養を行っ た ｡
<P C Rによる毛状櫨 の確認>
空∠ム壬ー迎亘基_些過払と塵製【26]
B5 固形培地 (2 % シ ョ 糖､ 0.2 % ゲラ ンガム , pH 5.6) にて培養した毛状根
及び 1/2M S固形培地 (1 % シ ョ 糖､ 0.2 % ゲラ ンガム ､ pH 5.6) にて培養した
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無菌培養植物体の葉より ､ 各々 比較的若い部分を採取し､ D N A抽出の ための 材
料と した｡ 抽出方法は以下の 通りで あ る ｡
チ ャ ッ ク付きビニ ー ル袋に毛状根及び無菌培養植物体の葉を入れ る ｡
(0.2… 0.3g)
J - 抽出バ ッ フ ァ ー 1.5 ml
ビニ - ル に入れた組織をつ ぶ して抽出液を出す.
J
抽出液を 1.5 mlチ ュ ー ブに移しとる . ( チッ プの 先 を切る)
J
遠心分離 (6,000rpm ､ 4℃ ､ 5 min)
J
上澄み液を捨て る ｡
J 一 拍出バ ッ フ ァ ー 300
,pl
J - ライ シス バ ッ フ ァ ー 300pl(65℃で 温 めて おく ｡)
懸濁さ せ る ｡
J - 5 %サルコ シル 120p.I
湯 せ ん (65℃ ､ 10 min)
J
ク ロ ロ ホルム抽出
J
上澄み液を新しい チ ュ ー ブ にとる ｡
J - 2 - プロ パ ノ ー ル 60 0pl
遠心分離 (12,00 0rpm ､ 4℃ ､ 1 0min)
J
上澄み液 を捨て る ｡
6 5
J - 70 % エタノ ー ル 700pl
遠心分離 (12,0 0 rpm , 4℃ ､ 5 min)
J
上澄み液 を捨て る ｡
J
真空乾燥 (3 min)
J - TE buffe r 2 0 0pl
- 20℃で 保存
旦 岨 之 ユ ニ盤旦組成
1) 抽出バ ッ フ ァ ー
蒸留水 8 0ml程度をビ ー カ ー に とる ｡
J
ソル ビト ー ル 6. 3 7g を入 れ ､ 完全 に溶解さ せ る ｡
J
I M Tr is 溶液を 1 0ml添加する o
J
0.5 M E D TA溶液 を 1 ml添加す る ｡
J
2 - メルカプトエ タノ ー ル を 70_pl添加する ｡
J
IN H Cl でpH を 7. 5 に合わせる
∫
蒸留水を加えて 10 0mlとする ｡
6 6
2) ライ シス バ ッ フ ァ ー
蒸留水 6 0ml程度をビ ー カ ー にとる ｡
J
I M Tris 溶液を 2 0ml添加する .
J
0.5 M E D TA溶液 を 1 0ml添加する .
J
NaClを 11.7g添加し ､ 完全に溶解させ る ｡
J
C T A Bを 2g添加 し､ 完全 に溶解さ せ る .
J ( 湯せ んする)
1 N H Clで pH を 7. 5 に合わせ る
∫
蒸留水を加えて 10 0mlとする ｡
3)5 %サル コ シル
N-La u r oyls a r c o sin eを ど - カ ー に 5 gとる o
∫
蒸留水を加えて 10 0ml とする ｡
巴 鮎 よ量産豊[39]
<P C R条件>
Ge n o m eD N A
1 0x PC Rr e a ctio nbuffe r
r oIB fo r w a rdprim e r(50pM)
roIBr e v e r s eprim e r(50pM)
d N T Pmix(2. 5 m M)
1”.1
2.5”.1
0. 1pl
0. 1”.1
2 pl
H20 1 9.1 5pl
Ex Taq(5U/pl) 0.1 5pl
Totalv olu m e 2 5pl
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<プライ マ ー >
roIB for w a rdprim e r:
roIBre v e r s eprim e r:
5I - C C TC T A G A G T A A C T A TC C A A C T C A C A TC A C A A G⊥3I
5' - T T G A A TT C G T G G C TG G C G G T C T T CG A T T C A T T T C_ 3-
<P C R反応>
･ 94℃ 3 min
40cycle s:
･ 93℃ 1 min
｡ 55℃ 2 min
･ 72℃ 3 min
On e addito nalcycle:
･ 72℃ 10 min
<毛状根の培養>
上記により誘導さ れ P C Rにより確認され た毛状根は､ 0. pu ml
'
1a毛状根と同
様の方法でB5固形培地 (2 % シ ョ 糖､ o.2 % ゲラ ンガム ､ pH 5.6) 及びB5液体
培地(2 % シ ョ 糖､ pⅢ 5.6)にて4週間ごとに新しい培地 に移植する こ とにより ,
25℃ ､ 暗所下で継代培養を行 っ た｡
< 培養物の成長量及び成長倍率の測定>
塞義塾義塾勉後払 迦 定
培養 5 週目の 無菌培養植物体を固形培地から取り出した後､ 培地 を水で洗い
流す｡ そして ､ 冷凍庫で凍結後,
`
凍結乾燥機で乾燥し､ 乾燥重量を測定した . r
皇迭藍色 逃 避塞
オ ー トク レ ー ブ後 の 培地 をフ ラ ス コ ごと重量測定する ｡ 次に､ 培地 を除去し
た毛状根を新しい 培地に投入後､ 再び フ ラス コ ごと重量測定を行い ､ その 差を
初期重量とした ｡ 培養を終了した毛状根はキム タオル 上に取り出し ､ 3 分間放置
後重量測定を行い ､ 終重量 (湿重量) とした ｡ 毛状根の増殖倍率は､ 終重量/
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初期重量より算出した ｡ また ､ 収穫した毛状根は冷凍庫で凍結後､ 凍結乾燥機
で乾燥 し､ 乾燥重量を測定した｡
<アル カロ イ ド抽出>
凍結乾燥した無菌培養櫨物体及び毛状根は､ 重量測定後 ､ 乳鉢で磨砕し ､ 1. 5 ml
の チ ュ ー ブ に採取した. 20 mg あたり 1 mlの メタノ ー ル を加 え､ 超音波洗浄機
で 10 分間処理後､ 1 5,000rpm で遠心分離し､ 上澄み液 を取り分 けた .
H P L C及び L C･M S による代謝物分析には抽出液をそ の まま分析用サ ンプル と
した ｡ 蛍光 H P L Cによ る アルカ ロイ ド定量には ､ 抽出液 をメタ ノ ー ルで 1 00倍
希釈し､ 分析用サ ンプルとした｡ また､ 毛状櫨培養の 液体培地は､ メタノ ー ル
で 10 倍希釈し ､ 分析用サ ンプル とした ｡
<毛状根 へ の エリ シ タ ー 等添加>
継代3週目の液体培養毛状根に下記 の エ リ シタ ー 等を添加し ､ 1 週間後に収穫
し , カ ンプトテ シ ン含有量および培地 へ の放出量を蛍光 H P L Cにより定量した｡
1) メチル ジャ ス モ ン酸
Methylja s m o n ate (Sigm a- Aldricb) 112mg を 1 mlの D M S Oに溶かす (ス
ト ッ ク液 0･5M)0 1 フラス コ あたり 1 0p.1添加した (最終濃度 10 0pM)0
2) サリチル酸
Salicylic a cid (Ka nto C he m.)
.
6 9m g を 1 mlの D M S Oに溶かす (ス トッ ク
液 0. 5 M)0 1 フラス コ あたり 10pl添加した (最終濃度1 0011M)0
3) イ ー ス トエ キス
Ye a st e xtr a ct(Be cto nDickinso n) 2 5mg を 1 mlの 蒸留水に溶かし ､ pH 5.6
に調整する .(ス ト ッ ク液 2 5mg/ml). オ - トク レ ー プ後､1 フ ラス コ あたり 1 ml
添加 した｡ (最終濃度 50 0p.g/ml)
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[第2部の実験]
本実験は ､ m R NA の 精製から Diffe r e ntial Sc r e e ni g まで B D バイ オサイ エ
ンス ･ ク ロ ンテ ッ ク社の P C R･ s elect c u sto m s ubtr a ctio n s e r vic e sによ
り行われた ｡
< 御 1
'
o mh
'
z BPa m la 毛状根由来懸濁細胞の培養>
カルス の 誘導
B5 固形培地 (2 % シ ョ 糖､ 0.2 % ゲラ ンガム ､ PH S.6) にて ､ 25℃ ､ 暗所下
で培養された 0. p u m lla 毛状根の うち比較的若い部分を1c m の 長さに切り分け
た後､ 植物ホルモ ン として 0.5pM N A Aと 5pM B Aを含む B5 固形培地(2% シ
ョ 糖､ 0.2 % ゲラ ンガム ､ pH 5.6) に切り分けた毛状根を置床し､ 2 5℃ ､ 暗所下
で培養した ｡ そ の 結果 ､ 約 3 週間後に毛状根から黄白色の カルス の誘導が観察
された ｡ 誘導されたカル スは同組成固形培地にて 4 週間ごとに継代培養が行わ
れた ｡
懸濁培養細胞の確立
1 0 ml 三角 フ ラス コ を培養器として ､ 5 0mlの 0.5 pM N A Aと 5p.M B Aを
含む B5 液体培地 (2 % シ ョ 糖､ pH 5.6) を入 れ アル ミホイルで キ ャ ッ プし､
121℃ ､ 20 min の オ ー トク レ ー ブによ り滅菌した . 4 週間培養した 0. p u m 1
'
1a
毛状根由来カルス をク リ ー ン ベ ンチ内で適当な大きさ に切り分け ､ 調製した液
体培地 に投入した ｡ 培養は､ 2 5℃ ､ 暗所下で旋回振返培養機 (1 25rpm) によ
り行 っ た ｡ 確立 された懸濁培養細胞は同組成液体培地 にて 2 週間 ごとに継代培
養が行われた ｡
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<Total R N A抽出>
旦 幽
培養 3 週 目の 0. pu m 1a 毛状根をオ ー トク レ ー ブしたキムタ オル上に約 3 分
間放置して培地を除去した後､ 液体窒素中で 毛状根を破砕し､ RNe a sy pla nt
minikit(QIA G E N)に より total R N Aを抽出した ｡
睡 迩旦旦辿也
培養3週目の 0. pLIm 1
'
a 毛状根由来懸濁培養細胞から吸引藩過 により培地を
除去した後､ 液体窒素中で 懸 濁培養細胞を破砕 し ､ R Ne a sy pla nt mini kit
(QIA G E N)によりtotal R N Aを抽出した｡
なお ､ 抽出され たtotal R N Aに つ い て ､ ア ガロ - スゲル電気泳動､ および分
光光度計による定量 に より ､ R N Aの 質及び量 の 確認を行 っ た｡
<組織特異的発現フラグメ ン トの解析>
P C R-Sele ctSubtr a ctio n及 びP C R･Sele ctDiffe r e ntial Sc r e e ni g により選抜
された毛状根特異的フ ラ グメ ン トの 塩基配列 の解析の ため ､ 毛状根特異的フ ラ
グメ ン トを含むク ロ ー ン の グリセ ロ - ルス トッ クをピ ッ クア ッ プし ､ Ampicillin
5 0m g/1を含む L B培地で 液体培養した . 一 晩培養後, 培養液 30 0plに対 して
グリセ ロ - ルを 60pl添加し､ - 80℃ で保存した (fin al1 6 %グリセ ロ - ル)o こ
の グリセ ロ - ル ス トッ ク を用 い て ､ ｢C R E ST一 秋田植物分子科学サ テ ライ トラ
ボラ トリ ー + にて D N A シー ク エ ンシ ングが行われた ｡
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Cph
'
ozTh
'
z B属植物お よびそ の培養細胞系における
抗腫癌性カ ンプトテ シン類の 生産に関する研究
ゲノム機能学講座 (遺伝子資源応用研究室) 壌野 孝
【目的】 カン プトテ シン (Ca mptothecin) は ､ トポイ ソメラ ー ゼⅠ阻害効果によ る強力な抗腫
痴情性を示す天然イ ン ド - ル アルカ ロイ ドであり ､ 抗腫療剤として広く世界中で 用い られてい る
イリノテカ ン等の半合成原料として重要である｡ これらの 抗腫療剤の 世界市場規模は 10 00億円
以上 にな るにもかかわ らず ､ Cam ptotbe cin の供給は植物からの抽出に依存して い る｡ 当研究室
で は ､ これ まで に Ca mptothe cin の効率的な生産方法として アカネ科植物 Cph
'
o r rAl
'
z apLIm 1
'
1a
(チ ャ ボイナモ リ) の 毛状根培養系を確立し ､ さらに ､ Ca mptothe cin 生合成に関わるス トリク
トシ ジン合成酵素 (S T R) 及びトリプトフ ァ ン脱炭酸酵素 ぐ｢D C) の遺伝子単離に成功して い
るo しか し､ イ ンド - ルアルカ ロ イ ド生合成中間体 Stricto sidin e以降の Ca mptothe cin 生合成
経路や代謝制御機棉は未だ解明されて い ない ｡
本研究で は ､ 0. p u m 1
'
a とは含有アルカ ロイ
ドパ タ ー ンが 異なる同属植物 0. Eukl
'
u e n BIs
(リ ュ ウキ ュ ウイ ナモ リ)及 び 0. hu mlw a1
'
(タ
ロ イ ワイナモ リ) (Fi§. 1) に つ い て ､ 組織培養
による Ca mptotbe cin 関連アルカ ロ イ ドの 生
産性につ いて評価を行 っ た ｡ さらに､ 0. pu m 1
'
a
にお いて Ca mptotbe cin 生合成に関与する新
規遺伝子 の単離を目的として1アルカ ロ イ ド生
産組織で ある毛状根で 特異的に発現する遺伝
子群の網羅的な解析を行 っ た ｡
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Tw otype s of indole alkaloidsin Ophio rrhI
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z a spe cie s
【方法 ･ 結果】
1 . 幽 1)
(1) Cpb
'
om hizB属植物の 無菌培養植物体と毛状根の アルカ ロイドプロフ ァイリング
Cphl
'
om h1
'
z a属植物におけるアルカロイ ドの器官分布を調 べ るために､ 0. 1i
'
LIkl
'
u e D BIs､ 0.
ku p olwal及び0. pu m 1
'
a無菌培養植物体の 根とシ ュ ー ト (茎葉)につ いて , フ ォ トダイオ ー ドア
レイ検出器付き高速液体ク ロ マ トグラフ質量分析計 (P DA･ H PLC- M S) によ っ て 二 次代謝物の
プロ フ ァイリ ングを行 っ た ｡ そ の結果､ Cam ptothecin(1)､ 9- M etho xyca mptotbe cin(2),
stricto s a mide(3)､ Pu milo side(4)､ Stricto sidinic a cid(5)､ 3･ OI Caffe oylquinic a cid(6)は3種
の Cph
'
o Hhl
'
z a属植物すべ て におい て検出された . また ､ 0. 11
'
Llkl
'
u e n sI 及び 0. ktzr olw a1
'
で は､
根で10･ M ethoxyc a mptothe cin(7)､ シ ュ
ー トでLyalosidic a cid(8)が検出された (Fig. 2 A-F) .
次に ､ 無菌培養植物体 へ のAgT Oba cterl
'
u m rAl
'
z oge B e Sの感染により誘導した 0. 11
'
ub
'
u e n sl と
o. k w olw a1
'
の 毛状根につ い て ､ 液体培地を入 れたフ ラス コ にて 培養後､ 二 次代謝物の プロ フ ァ
イリ ングを行っ た o そ の結果 ､ 0. 11
'
ukiu e n sl' と 0. 丘 w olw al'0)毛状根では既知アル カロ イ ドとし
て ､ Ca mptothe cin(1)､ Strictos amide(3)､ Pu miloside(4)が検出され たo また ､ 0･ pu m l
'
1a毛
状根と同様に親植物にはな い アントラキノ ン類が検出された (Fig. 2 G-[) o
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Fig･ 2 Metabo]ite pr ofi)ing of in vitrop[a ntc ultur e s of Ophio rrhl
'
z a spe cie s
(2) 9ph
'
o mh
'
z a属植物毛状根によ るCa mptothe cin 生産とエ リシタ ー 等添加による
アルカロイ ド生産制御
0. ll
'
ulf:1
'
u e n BIs 及び 0. hu m l
'
w a l
'
の 毛状根培養 12
によるアルカロ イ ド生産を最適化するため , 時間経
過に伴う毛状根の生育及びアルカ ロ イ ド生産の 推
移を調査した ｡ その結果 ､ 毛状根の新鮮重量は 2種
とも培養期間の経過に伴い培養開始6週目まで ほぼ
直線的に増加 した｡ 7週目以降は培地及び毛状根と
も褐変し､ 毛状根が枯死した｡ Ca mptothe cin の最
大蓄積量は 0. 11
'
LIkl
'
ueB SIs で 230p g/fla sk､ 0.
kzlP OIw a1
'
で 47 1p.g/fla sk で あり､ 0. k w olw B1
'
の
Ca mptothecin 蓄積量は ､ 0. pu m lla 毛状根とほぼ
同じであっ た ｡ また ､ 1 0
- M etboxyc a mptotbe cin の
最大蓄積量は 0. 1)
'
乙Ih
'
u e n sl
'
で 2 5Llg/na sk､ 0.
丘u r o1
'
w aノで 15pg/fla skで あ っ た (Fig. 3) o
次に､ ス トレス化合物による Ca mptotbe cin 関連
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Tim e c o u rs eofgr o wth a nd alkaloidpr odu ctio n
of hairyro ots
アルカ ロ イ ド生産量の 向上を期待し､ 0. ll
'
Ltkl
'
u e n sI
及び 0, ku r olw a1
'
の 毛状根の アルカ ロ イ ド生産に対する エ リシ タ ー 等の影響を調 べ た o 培養 3
週目の毛状根に対し､ メチル ジャ ス モ ン酸､ サ リチル酸 ､ 酵母エ キス を各々添加し ､ さら に1
週間培養後, Ca mptothecin 及び 10
･ M ethoxyc a mptothe cin の総生産量を定量した o その 結果 ､
0. 11
'
LZkl
'
u e n sI 毛状根にお いて メチルジ ャス モ ン酸はアルカ ロイ ド生産量を上昇させたが ､ サリ
チル酸及び酵母エ キス はわずかにアルカロイ ド生産量を減少させた ｡サリチル酸及び酵母エキス
によるアル カロ イ ド生産量の減少は 0. ku r olw al
'
毛状根で も観察された .
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2 ･ 三 助 之ま2)
これ まで に､ 0･ pu m 1a の毛状根や 無菌培養植物体が Ca mptothe cin 関連アルカ ロイ ドを蓄
積するの に対し, カルス は アルカ ロ イ ドを生産しない こ とが明らか にされて いる ｡ そ こで ､ アル
カ ロ イ ド生産組織で 特異的に発現する遺伝子群の プロフ ァイ リングを行っ た ｡ アルカロ イ ド及び
ア ン トラキノ ン を蓄積する 0. pu m l
'
1a 毛状根と ､ 毛状根由来で あるがアルカ ロイ ドを全く生産
しない懸濁培養細胞を作製して ､ PCR- s ele cts ubtr a ctio n法により毛状根特異的な 3 53 のcD N A
フ ラグメ ン トを取得した ｡ 得られ たフ ラグメ ントにつ い て塩基配列を解析し ､ Ca mpto仏 e cin の
仮想生合成経路との 比較を行っ た (Fig. 4)o その結果 ､ 0. pu m 11a の既知遺伝子 の 配列 と 一 致す
る フラグメントとして ､ T D Cが 2 フラグメント､ ST Rが 5 フ ラグメ ント得られた ｡ また ､ ゲラ
ニ オ ー ル 10･ 水酸化酵素 (GI O H)､ セ コ ロ ガニ ン合成酵素 (SL S) を含む酸化還元酵素､ 脱水素
酵素､ 糖加水分解酵
素､ さらに､ アルカ
ロイ ドの 代謝調節
に関与すると考え
られる A P 2/E R F
タ ンパ ク及びA BC
トランス ポ ー タ ー
の ホモ ロ グをコ ー
ドするフ ラグメン
トが得られた｡
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【考察】
(わkiozTb
'
z a属植物の 組織培養にお いて , 0. ll
'
Llh
'
u e n s)
'
と 0. hu r olw a1
'
の 無菌培養植物体で
は ､ 根とシ ュ ー トで 蓄積されるアルカ ロ イドに違い がある ことが明らか とな っ た. 0. ll
'
ukl
'
u e n sI
毛状根で は ､ メチルジ ャス モ ン酸添加時にアルカ ロイ ド生産量が上昇した ｡ こ の メチルジャ ス モ
ン酸による誘導は他の Cpb
'
o mh
'
z a属植物で は観察されなか っ た ことで あり, 0. 11
'
Llh
'
u e n sl で
はメチルジャ ス モ ン酸により誘導され る代謝調節システムが存在すると考えられる ｡
P C RIS ele cts ubtr a ctio n法によ り得られた毛状根特異的な cD N A フラグメン トの 解析により､
Ca mptothe cin やア ン トラキノン の生合成及び代謝調 節に関与する ことが推測され る cD NA フ
ラグメ ン トが多数得られた o 今後､ これらの cD NA フ ラグメントにつ いて ､ RNAi法による遺
伝子機能の推定 , さらに､ 各遺伝子の 全長クロ ー ニ ン グ及び詳細な機能解析を行う ことにより､ .
Cam ptotbecin 及びア ントラキノン の 生合成経路ならびに代謝制御機構が解明され る ことが期
待される ｡
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A bstr a ct
Ca mptothecin
- derived co mpo u nds are widely usedforclinicaltre atm entof huma n ca n cer･ T hey are
synthesized fro m n atural c amptothecin, which is obtain ed by e xtr actio nfro mintact pla ntsI Forthe
fe asible pr odu ctio n of camptothe cin, tis su e cult res of Ophiorrhizaliukiu ensis and O･ kuroiw ai, a n
interspecieshybridof O･ liukiu ensi a nd O･ pu mila,hav ebe enin v estigated･ The asepticplants and hairy
ro ots of O･ liukiue n si a nd O･ kur oiw ai w ere established in additon to the previou sly
- established
O･ pumila･ The ca mptothecin produ ctio nby O･ ku roiw ai w asbetterthan thatby 0. 1iukiuen sis. 1 0-
Metho xyca mptothe cin w as a ccu m ulated intissu ec ultur es of 0. liukiu e nsi and 0. kLirOiwaibut n ot in
0･ pu mila･ Methyljas m o nic a cidslightly enhan cedthepr odu ctio n ofcamptothe cininthe 0. 1iukiue nsis
hairyro ots･ T hes e res ult indic atethat thetissu e culttlreS Of 0. 1iukiuensis and 0. ku roiw ai w otlld bethe
fe asible w aysforprodu ctio n ofca mptothe cin andrelated al kaloids.
Key w o rds: Cphior rhiza liukiuensis, Cphiorrhizaku roiw ai) Ophiorrhiza pu mila, Rubia cea e, Indole
alkaloids
,
C amptothecin, lo
t Metho xyc a mptothe cin, Hairy r o ot, Aseptic pla nt, Agroba c-
teriu m rhizoge n es
A b br e viatio ns
M S, Mu r ashige andSko og; H P L C, high perfor m-
a n c eliquidcbro matograpby; MJ, m etbylja s m onic
acid;S A, s alicylic a cid;Y E,ye aste xtra ct･
In七r odⅦctio n
Ca mptothe cin(1) (Fig. i)is a w ater-in s oluble
m o n oterpen oidindole alkaloid isolated frdm e x-
tr a cts of Ca mptothec a a c u min ata, a ndit w as re -
m a rked as apotential drug with anti- tu m o r a ctivity
bythe Natio n al Ca ncerln stitute(NCI)in the United
State s(W allet all , 1 966)･ T he interest in c a rnpto-
the cin w as stim ulated by the
-
char a cteriz atio n of
C a mptothe cin as a spe cifictopo IS O mer aS el inhibitor
(Hsiang et al., 1985). At pres e nt, s e mi- synthetic
w ate 卜S Oluble ca mptotbe cin deriv ativ es, topote ca n
(2)andirin ote c an(3), are usedthr o ughout the w o rld
as clinic al a ntトtu m or age nts again st c an c e一s of
lung, c e r vix, o v a ries(Take u chiet al. , 19 91), colo n
(Gio v a n ela et all , 1989), and other orga ns
(Piz z olato a nd Saltz, 200 3). The w o rldwide m arket
of irinote c a n and topote c a nhas c u rr e ntly re a ched
o n etho u s a nd millio n U S dollarsperye ar, which
repre se nts appro xim ately o n eto n of c a mptothecin
in ter m s ofr a w m aterial･ In ad dit o n
,
w ater in s ol-
uble a n alogu es 9 - a min o c amptothe cin a nd 9- nitro-
c a mptothecin (rubite c an), both of which w er e
repo rtedto poss ess activity stlffic entto m erit clin -
ic al e valu atio n(T ho m as et all , 20 04). Rubitec a n
s er v e s as a m etabolicpr e curs orto 9- a min o ca mp-
tothe cin and w as submitted to the Fo od a nd Drug
A dministr atio n(F D A)in the United States andthe
Eur ope anAgen cy forthe Ev alu atio n of Medicin al
Pr odu cts(EMEA)as a n o rally a ctiv e c a mptothecin
forthetreatm ent ofpan cre atic c a n cer･ Co n sequ
.
e ntly
the dem a nd of c a mptotbe cin will be m or e expa nd-
1 ng ln the futu r e･ Despite its in cr ea slng de m a nd,
c a mptothe cin is stillsupplied ex clusiv elyfrom the
intactpla nts, m airly C･ a c u f?u
'
n ata andNothapodytes
foe tida(Govinda charia nd V is w an atha n,1 972).
Ca mptothecinispr odu c ed als oin s o m e species of
theg･e n us Ophiorrhiza(Rubiac e ae), e.g., 0. m u ngo s
(Tafur et all , 1976), 0･ pu mila(A imiet al. , 1 98 9),
0･ liukiu e n si (Kitajim a et all, u npublish.ed) and
O･ ku r oiw ai(Kitajim a et all , u npublished). 10-
M etbo xyc a mptotbe cin (5) w as also is olated in
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Fig･ 1･ Che mic al stru ctures of clinicaly used ca mptothecin deriv atives aTld se condary
metabolitesdete cted intisstle C ultures ofCphiorrhiza species･
o. 1iukiu e n si and 0. ku r oiwai. Ca mptothe cin deriv -
ativ e swithC- 1 0substitutio nhav ebe e n reportedto
inhibit the gr o wth of can c er c ells m or e effctively
tha n c a mptothecin(V ladu et all , 2 00)I Sin ce o nly
fe w plants a cc u m ulate 10
- m etho xyc a mptothecin
(Tafur et al. , 1 976; Lo r en c e et al･ , 20 04)and no
repo rtis a v ailable forprodtlCtio n of 10
- m ethoxy
-
c a mptothe cin by tisstle Cultu res･ itis intrigu lng tO
establish cellc ultur esthatpr oduc e n oto nly c a mpto -
the cin but als o10- m etho xyc a mptothecin･ W e hav e
in v estigated the pr odu ctio n of c a mptothe cin and
che mic alc o n stitu entsin the hairyr o ots of0. pu mila
(saito etal., 2 00 1;Stldo etall , 20 02;K itajim aetal･ ,
2 002; Ya m a z akiet al. , 2003a)I The expr essio n
study of sev er albio synthetic genes(Ya m
.
a z akiet
al.
,
203b)a nd the tr ac er e xperim ents u sing
13c
(y a ma z akietal･ , 2004)w er e als o c o ndu cted bythe
o･ pu mila hairyr o ots･ Re c ently, w ehav e sho w nthat
o. ku roiw aiis a ninterspe cieshybrid ofO･ pu mila
a nd0. 1iukiu e n si(Sudo etal･ , in pr epar atio n)･
In this study,the aseptic plants and hairy r o ots of
o. 1iukiu e n si and 0. ku roiw ai w er e e stablished ill
ad dit o nto the pr evio u sly
- e stablished O･ pu mila･
w e haveinv estigated the a c cu m ulatio npa ttern s of
c a mptothe cin a nd other s e c o ndary m etabolites
ill
the se tis su e c ult r es, and effe cts of elicito rs o n
gr o wth a nd c aI叩tOtbe cin pr odu ctio nin thesetiss u e
c ultu r es.
M ate rials a nd Methods
Pla nt m ateT･ials
T he s e eds of 0. 1iukiuelWis(Hayata, 19 12)w er e
c ollected in lshigakトIsland, O kin a w a, Japan･ The
plants of 0. ku roiw ai(M akin o, 19 06) w er e c ol-
le cted in Irio m ote -Island, Okin a w a, Japan and
gro w nin agr e enhotlS e･
Cultu r e of,a septicpla nts
The s e eds of 0. 1iukiu e n si w er esteriliz ed a nd
ger min ated o nhalf
- strength Mur ashige a nd Sko og
(1962) (M S) m ediu m c o ntaining
'1% su cr o se a nd
o12% gellangu min atest tube･ T he yo u ngleav es of
o. ku roiw ai w ere steriliz ed byl% s odiu m hypo ch-
lorite solutio n and culttlr ed o n 1/2 MS
'
m ediu m
c o ntaining l% su cr o se, 0･2% gellan gtl m;0･5 ELM
ト n apbtbaleneac etic a cida nd 5〟M kin etin･ A触r
40days, r ege n er ated sho ots w er e ex cis ed and sub
-
c ultu red o n1/2M Sm ediu m c o ntainingl% s u cr os e
andO･2% gelan g um in atest tube ･ The as eptic
plant of O･ pu･mila w as cultured as de占cribedpre
-
vio u sly(K itajim a et all, 1 99 7)･ All as eptic plaTltS
w er e maintain ed at25oC with aphotoperiod of 18h
light(2001u x･)/6 h dark･
Indu ctio n a ndcyltu re ofhairy r o ots
Agr oba cle riu m rhiz oge n e s str ain 1 5834 w asin
-
(A)
(B)
Fig. 2 Established
0. 1iukE
'
u efZSis 0. kw oi押 ai 0. p〝n 2ilq
｢1:i7!
ー fr さ 一
0･ liukiue nsis O･ k w oiw ai ?･ pu milq
tiss u e cultu r e s of Ophio r rhi2 a liukiu e n si, 0 , ku 710iw ai a nd 0.
pu mihz. (A) Aseptic plarltS C tlltu r ed fo r5 w e eks on 1/2 M Sm ed iu m c o ntaining
l% s u c r o s e a nd 0.2% gella Dgu m in te st tube s. (B)tlairy r o ots c ultu r ed fo r4
w e eksin B 5 liquidm ediu Ⅱ1CO ntaining 2% su c r o s e.
oc ulated o ntothe se ction s ofthe ste m s e x cisedfr o m
the as epticplarltS Of O･ liukiu e n si and 0. ku r oiw ai
a cco rdingto the pro c edu re asdes cribedpre vio u sly
(Saito et all 2001)･ A fter?e v eral w e eks, thehairy
roots which e m erged 丘o m stem fragm ent w er e
e x cised a nd cultur ed o n B5 m ediu m(Ga mborg et
al., 1968)c o ntaining 2% su crose a nd0.2% gella n
gu m s upple mented with 200 mg 1
-1
c efotaxim e
(clafo ra n@) at 25
o
C u nderdark c onditio n. Tr a ms-
ge nic states ofhalry r o ots
dete ctio n of the roIB ge n e
polym er as e chain r ea ctio n
pr e vio u sly(W atas e el al., in
w er e checked by the
in ge n o mic D N A by
an alysュs aSde s cribed
pr es)･ T he established
hairy ro ot c ultures w er e s ubc ultu red e v ery 3- 4
w e eksin B 5 liquid m ediu m c o ntaining 2% s u cr o se
at 2 5
o
C o n rotary shaker(80rpm) u nder dark
c o ndit o n･ Fo rtim e c o u rs e e xperim e nts, the c ultu re
w aspr olo nged upto 7 w e eks.
Elic to rtr eatm en(s
T he hairy ro ots w ere tran sferredinto 5 0ml B 5
liquidm edium c o ntain ing 2% s u cr o sein 1 0 - ml
Erle n m eyer flask･ M ethyl jas m o nic a cid(M J)
(Sigm a- A ldrich, St. Lo uis, M O, U･ S･ A .) and
s alicylic acid(S A) (Ka nto, Tokyo, Japan) w ere
diss olv ed in dim etbyls ulfo xide to the c o n c entr ation
of 0.5 M a nd ad ded to be afin al c o n c e ntratio n of
1 00 pM ･ Ye ast e xtra ct (Y E) (D ifc o, Becto n
D ickin s o n
,
Fr anklin Lakes
,
N J
,
U. S. A .) w as
diss olv ed in w ater
,
a uto cla v ed la nd addedto c ultu re
m ediu m at a fin al c o n c entratio n of 5 00〃g ml
- 1
･
On e w e ek afterthe addit o n of elicitors
,
the hairy
r o ots a ndthe m edia w ere c olle cted and e xtr a cted for
alkaloida n alysュs.
An alysis ofca mptothe cin - r elated alkaloids
For alkaloidextr a ction, the pla nt tissues w er e
ho m oge niz ed irl a m o rta With pe stle, a nd 1 ml
m etha n olper1 00mg tiss u e w as added a nd mix ed.
A fter s o nic atio nfor1 5min
,
the ho m oge n ates w er e
c e ntrifuged at10,000gfor10 min. T he supem atants
w ere applied o n re vers e- phase H P L C. Fo r.the
s epar atio nin H P L C, a TSK gel O D S- 8 0 T M(4.6
m m x
､■1150m m)colu m n with a s olv e nt syste m of
m ethan ol: H20(1:1)w er e u s ed. Ca mptothe cin and
r elated alkaloids e xhibitingflu or es c en c e w er em o n-
itor ed by their chara cteristic flu or es c en c e(e x ci-
tatio n. at 36 5n m a nd e missio n at 4 28 n m). As
sta ndards fo rqu a ntific atio n, c a mptothecin(1) w as
pu rchas ed fr o mSigm a- Aldrich(St. Lo uis, M O, U.
S･ A .)a nd 10- m etbo xyc a mptothecin(5) w aspu ri-
fied fr o minta ctpla nts of 0. 1iukiu e n si in o urgr o up
(K itajim aetal., u npublished).
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No nJa rgeted m etabolitepr ofiling
T he m etha n ol ej(tra cts W er e a n alyz ed by H P L C-
photodiode arraydetectio n- ele ctro spr ay Io niz atio n
m ass spe ctr o m et r(Agile nt 1100series, Palo Alto,
C A;Fin nigan LC - DE CA, Ther m oQu est, Sa mJo s e,
CA)I Thepe aks w ereide ntified bythe co mbin atio n
oftheir r etentio ntimes, UV spe ctra and m ass spec-
tr a c omparlng withthos e ofthe sta ndard c o mpounds
asdescri bedprevio u sly(Yam azakietal., 20 03a).
Re sll托s
Establishm entoftissu e c ult r es
T he as eptic pla nts of 0. 1iukiu e77Sis w er einitially
obtain ed fro m pla nts ger min ated fl
･
O m Steriliz ed
se eds･ T he aseptic pla nts of O･ ku roiw ai w ere
obtainedfrom the ex cis edtiss u esfro mthele av es of
plants gr o w nin pots ･ T he sho ots w ere regenerated.
fro mthe ex cis ed le av etiss u es a nd subc ultu red. T he
established as eptic pla nts(Fig･ 2A) w ere subctl -
tu r ed bytra n sferringthe sho ots onthe solidm ediu m
under aphotoperiod of 18也light/6 h dark.
Forindu ction of hairy r oots, the aseptic pla nts of
0. 1iukiu e n si and 0. kuroiw ai w er einfected withA.
rhiz oge n es15834 by scr atchingthe ste rn s. A fter7 0
daysfo r0. 1iukiu e n si a nd 15 days for0. ku roiw ai,
r apidly gr o w lng ro ots W er e e m erged a nd subcll-
tu r ed. A fter the se v er al tim es of s ubcultur es
,
l l
lin esfor0. 1iukiu e n si and 7 lin esfor0. kur oiw ai
w ere surviv ed and gre w rapidly. The tra n sgenic
states of thes e rapidly
-
gro w lng hairy r o ot lin es
w ere confir med bythe dete ctio n ofthe r oI Bgen ein
the gen o血 c D N A by polym er ase- chain - r e a ctio n
a nalysis(data n ot sho w n). T he established hairy
r o ots(Fig･ 2 B)w er e c ultn red in the liquidm ediu m
u nderthedark.
Ca mptothe clnPr Odu ctio7 u
'
n a s epticpla nts
T he c a mptothe cin c o nteⅠ1tSin sho ots a nd r o ots of
5- w e ek old aseptic pla nts of 0. 1iukiu e nsi, 0.
ku roiw ai and 0. pu mila w ere a n alyzedby H P L C.
As sho w nin Fig･ 3, the highe st le v el of c a mpto -
the cin produ ctio npertis su e w eight w as obs erv edin
r o ots of O･ pu m L
'
la ･ Ho w e v er
,
the･pr oductio n per
tube w a sthe highestby0. ku roiw ai be c aus e ofthe
highest gr o wth r ate over othertw o spe cies. The
c o n c e ntr atio n a ndtotal a m o u nt of c a mptotbe cin in
0. 1iukiu e n si w er elo w erthantho s e of 0. ku r oiw ai
a nd0. pu mila.
Metabolieprofiles ofa s epticpla nts
The a ccum ulatio npatte rn s ofsec o ndary products
in the as eptic pla nts of Ophio rrhiza species w er e
pr ofiled by
_
H P L C/D A DrESI/M S(Fig･ 4A - F)I T he
m etabolite pattern s o'f 0. 1iukiu e n si and
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Fig･ 3･ Gr o wth of aseptic Ophio rrhiz a plants a nd
ca mptothecin pr odu ctio nfor 5 w eeks･ (A) Dry
w eight of sho ot a nd ro ot of a pla nt･ (B)
Ca mptotbecin c on centrationperdry w eight･ (C)
Ca mptothecin co ntentin a wholepla机
0. ku r oiw ai w er e sirnilarboth in sho ot and r o ot,
being distinct fr o mthat of O･ pu mila regarding a
fe w c o mpo unds. 10
- M etho xyc a mptothecin(5)w as
dete cted in the ro ots of 0. 1iukiue nsis and
0. ku roiw ai, but n otin 0. pu mila. Lyal&sidic a cid
(6)w a s a c c u m ulated in the sho ots ofO･ liukiu en si
a nd 0. ku roiw ai
,
but n otirl0. pu mila. 3(S)- a nd
3(R)- De o xypumi 1osides(9, 10)w er e o nly detected
O
in 0. pu7 m
'
la . In contr ast, c a mptothe cin (1), 9-
m etbo xyca mptotbe cin(4), strictosa mide(7), pu mi-
1o side(8), stricto sidin c a cid(l l) and 3- 0 - c af-
fe oylquinic acid(13) w er edete cted in allthr e e
spe cies･
Ca mptoih･ecin produ ctio n a nd m etabolite pr ofL
'
les of
hairy7
'
0 0tS
Higher alTI O u nt Of c a mptothecirlW asa c cu m ulated
in the differ ent hairy r o otlirleS Of O･ ku r oiw aithan
in tho s e of 0. 1iukiu e n si (Table 1)･ Forfu rther
a n alysis, the best lin es of 0. 1iukiu e n･sis a nd
O･ ku 7･Oiw ai w er e s elected fro m avie wpoint of
gro wth a nd c a mptothe cin pr odu ctivity, a nd s ubc ul-
tu r ed in the liquidm ediu m(F豆g･ 2 B)･ T he m etab1
olite pattem sin the hairy r o ots(Fig･ 4 G -Ⅰ) of
0. 1iukiu e n si a nd0. kuroiw aiw er e n otidenticalto
tho s e ofas epticplants. rn additio nto c a mptothe cil1-
r elated c o mpo unds, s e v e r al u nide ntified a nthr a
-
qu lrlO rleS dedu ced fro m their U V spect a w er e
pr es e nt in the hairy r o ots Of 0. 1iukiu en?is a nd
O･ ku T'Oiw aias reported for0. pu mila(YalTla Z akiei
al.
,
200 3a).
Tim e - co uT･S e Study ofhairy ro otc ultu r es
T he hairy roots w ere cult r ed in 50 ml liquid
m ediu min al OOmiflask upto 7 w e eks . Assho w n
in Fig. 5, the fresh w eight of hairy r o ots of
0. 1iukiu e nsi arid 0. ku roiw ai in cr eased to 7.1 g
and8.5 gr espe ctiv elyperfla sk after6 w e eks･ A fter
7 w eeks, the hairy r o ots and m ediu m c olorturn ed
br o w n, a nd the r oots w er e m oribu nd. T he quanti
-
tativ e a n alysュs Of alkaloids in hairy ro ots w as
c arried o ut abo ut c a mptothe cin a nd･10- m etho xy-
ca 皿ptOth6 Cin, which
a nd 0. kul･Oiwai btlt
m u m a c cu mtlation
re a ched 23 0〃g ln
is dete cted in 0. 1iukiu e n si
n otin 0. pu mila. T he m a xi-
of c amptothe cin per
'
flask
6- w e ek - old hairy r o ots of
0. 1iukiu e n si and 47 1〟gin 7- w e ek- old hairy
ro ots of 0. ku roiwai, r e spe ctiv ely. T his c a mpto
-
thecin pr odu ctio n by O･ ku r oiw ai w as alm ost the
s a m e asthatby0. pu mila(Saito et al. , 2 001). T he
lev elof10- m etho xyc a mptothecin pernaskr ea ched
25pgin 6
- w e ek- old hairy r o ots of O･ liukiu en si
and 15〟g in 5
- w e ek - old hairy ro ots of
0. kul･Oiw ai, respe ctiv ely･ T htlS, 0･ ku r oiw a･i w as
betterthan0. 1iukiuensis fo r c a mptothecin produ c-
tio n; ho w e v er, regardinglO
一 皿 etbo xyca mptothecin
pr odu ctio n, oppositely O･ liukiu e n･sis w as abetter
pr odu c erthanO･ kur oiwai･
As r epo rted for0. pu milai] airyro ots(Saito ei al. ,
2 001), the hairy ro ots of O･ liukf
'
u e
.
n sis arid
0. kw oiw aie x cretedc a mptothecirl a nd 10- m etho x-
yc a mptothe cin to the c ultu re m ediu m･ T h･e e x cr eted
r ates to the m ediu m by 0. 1iukiu e n si arid
0. kul･Oiw ai, respectiv ely, w e r e32% a nd 23% for
c a mptothe cin arid 14% and 13 % fo r1 0
- m etho xy
c a mptotbe cin after7 w e el(s･
E#ects ofeliciiol
･
Sforthehairy r o ots
T be effe cts of M J, S A a nd Y Eo ngr o wth and
ac c u rn ulatio n of tw o alkaloids, c a mptothe cin (1)
and 10- m?tho xyc a mptothe cil1 (5), w ere in v es
-
tigated(Fig･ 6)･ In O･ liujciue n si hairy r o ots, M J
enha n c ed the alkaloidpr odu ctiorl abo ut l･3
- fold;
ho w e ver SA a
'
nd YEslightlyde cre as edtheprodu c-
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Fig･ 4･ H P L Cchro matogr a m s ofthe extracts ofpunt cultures･(A)0･ liukiuensis sterile plant
sho ots,(B)0･ kuroiwai sterile plant sho ots, (C)0･ pu mila sterile plant sho ots,(D)
0･ liukiuensis sterileplantr o ots, 畔)0･ ku roiw aisterile pla ntr oots,(F)0. pu mila sterile
plantro ots,(G)0･ liukiu e,wis hairyro ots, 阿)0･ ku roiw aihairyroots,(Ⅰ)0. pu mila hairy
ro ots･ The peak numbers correspondtothe c o mpo u nd n umbersin Fig. I. T he c o nditions
ofH P L Care asfollo wings: colu m n, M ightysil R P
1 18(4･6 Ⅹ 250m m);gr adient･lin 8甲
gr adie ntfro m solもe nt Ato solv ent B(0- 35 min),is o cratic atlOO %ofsolv-ant B(35- 40
min), s olv e nt A(2.0 %m etha n ol, 0･2 %a cetic a cid in H20), S olv $9t母(90% m ethanedi
O･025% a cetic a cid in H20);no w rate, 0･8 mlmin
‾ l
;c olu m nte mperattlre,SチC.
Table l 日:airyro otsindu ced fro mCphio rhiia species
Nu mber of
Plantspecies established
lin es
Ca mpto也ecin c o nte nt
(FLgg
-I
D . W . ± S. D. -))
0. 1iukiue nsis l1 83.0 ± 27.4
0. ku roiw ai 7 21 9.3a: 31.4
1)dry w eight± standardde viation
tio n. This decr easlng effe ct ofSA and Y Ew as also
observとd in 0. ku roiw ai hairy ro ots, but M J had n o
effe cts.
I)isctlS Sion
In the prese ntstudy, w e ha v e establishedin vitr o
c ultur es of aseptic plants and hairy ro ots of
0. 1iu.kiu e n si a nd 0. ku roiwaiin ad ditiわn to the
pre viou sly- r eported O･ pu mila(Saito et all , 200 1)･
As eptic pla nts and hairy ro ots of allthese thr ee
spe cies a ccu m ulated c amptothe cin(1)a nd itsplau-
sible bio synthetic inter m ediate, pu mi lo side (8)
(A i miet al･ , 198 9; Carte et all , 1 990). The 畠sep't
'ic
pla nts of O･ kur oiw aithatis an infersp8e
･i 由 hybr壬d
of O･ liukiu en si a nd 0.･pu miia
v
sho w ed-the b 虚t
gr o wthr ate andsubs equ entlythehighestproduc tio n
of c a mptothe cin in the Sho ots. T his is pr esu血ably
du eto ahetero si･ effect ofahybridspe cies,thathas
be en des cribed asin cre as ed siz e and yield in
cr o ssbred as c o mpar edto the 七orre spo ndirEgirlbred
lines(S hull, I94 8).
M etabolitepattern s of0. ku r oiw ai c ultuies w er e
ge n erally m or e■similarto tho s e of 0. 1iukiu e nsi
thantho se ofO･ piLmila, a c c um ulating10- 血etho xy-
c a mptothe cin (5)andlyalo sidic acid(6). 10- M e-
tho xyc a mptothe cin m aybe adesir able co mpo u ndas
a n efficient synthetic pr ec u rso r of topotec an and
irin ote c an
,
a nd alsofo rde velopm e nt ofn e w anti-
tu m o r c ombo u nds withC - 10 substitutio n(Vladu et
all
, 2 00 0)･ T hu s, 0. ku roiw ai and 0. 1iukiu ensis
w ould be u s efulpla ntr eso u rc esfo rpr odu ctio n of 1 0
- m etho xyc a mptothe cin forfurtherde v elopm e nt of
c a mptothe cin - r elated m edicin es.
M J induced alkaloids pr odu ctio n, partic ularly
ca mptothe cin, in the 0. 1iukiu e n si h airy ro ots, not
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Fig･ 5･ Tim e cotlr S e Ofgr owth a nd al kaloidprodu c
-
tio n of hairy r o ots･ T he hairy ro ots wereino cu
-
1ated in 50ml of B5 liquidm ediu m co ntain lng
2% s u cr os ein al O mi Erle n m eyerflask･ These
hairy r o ots were c ultured at 25
oC or ” rotary
shaker(80rpm). The c ontents of ca mptothe cin
a nd 10- m ethoxycaⅡlptOtbe cin were deter min ed
by H P L Casdescribed in Materials a nd Meth
-
ods. (A) 0･ liukiuensis hairy r o ots, (B) 0.
kur oiw aih airyr o ots. Bars:Standarddeviation(”
= 3 nasks)･
rem arkably but slgnific antly･
'
T his effe ct w as n ot
obs erv ed in 0. ku roiwaia nd O･ pu mila･ T hepr odu c
-
tion of other c a mptothe cin deriv ativ es w as n ot
affe cted by the addit o n of M J･ Thu sO･ liukiu e n si
hairy r o ot syste m c a nbe s uitable forin v es
tigatio n
ofindu cible produ ctio n of c a mptotbe cin by elici
-
to r s.
In c o n clu sio n,thetis su e c ult res ofO･ liukiu e n si
and 0. ku r oiw ai w ould be altern ativ e experim ental
system s fo r study of camptothe cin pr
odu ctio n and
po ssible reso u rc e sforde v elopm e nts ofanti
- c a n c e r
drugs orlg n ated fro mplants･
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Fig･ 6･ Effects of elicitors o ngro wth a71d alk aloid
produ ctionof hairy r o ots of O･ liukiue nsi a nd
o. kuroiwai. Elictors w er eadded 3- we ek
- old
hairyro otctlttlr eSin 50mlof B 5 liqu dm ediu m
contaiming2 %stlCr OS ein a100ml Erlen m ey r
l
丑ask. ThefinalcoIIC entratio ns ofelicitors w ere
'
.
10 〟M Tn etbyljasⅡ10 nic acid(M J), 100〝M
salicylic a cid(S A), 500〃g ml
‾ l
ye ast extract
(y B)･ For contr ol e xpe中ents (C), dim ethyト
s ulfo xide(D M S O)forM JaTld S Aor w aterfor
y Ew ere added, respectiv ely･ On 缶 W eekafterthe
addition of elicitors, the hairy r o ots and the
liquid rn edia w ereharv ested and 色xtra cted for
the quantificatio n of c a mptothe占in and lO
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